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PREFACE 


Depuis les origines de la domestication, les éleveurs ont tenté 
d'assurer le renouvellement de leurs cheptels à partir des individus les 
plus performants, espérant ainsi accroître la productivité du troupeau. 
L'objet premier de la sélection animale est ainsi d'ordre économique. Afin 
de rationaliser le choix et la diffusion des reproducteurs les plus 
performants des méthodes de sélection et de reproduction de plus en 
plus sophistiquées ont été élaborées. 

Aujourd'hui les techniques permettant le contrôle des 
performances, la sélection sur la descendance, l'induction et la 
synchronisation de l'oestrus, l'insémination artificielle, ont atteint un 
degré d'efficacité incontestable, et connaissent de fait un développement 
important chez les ovins et caprins au moins dans plusieurs pays. 

La transplantation embryonnaire représente une méthode encore 
plus évoluée de procréation artificielle. Cette technologie, bien connue 
chez les bovins, est également applicable aux petits ruminants, ovins et 
caprins, avec des variantes notables. 

Ce manuel de formation pratique a été conçu et préparé dans le 
but de préciser pour ces espèces l'intérêt, les conditions spécifiques de 
réalisation et les possibilités techniques de la transplantation 
embryonnaire. Souhaitons qu'il constitue une aide efficace à la décision 
comme à la réalisation pour les techniciens et éleveurs qui auront recours 
à la transplantation embryonnaire. 
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1 - INTRODUCTION 


La transplantation embryonnaire est une méthode de reproduction 
artificielle dont le principe revient à transférer avant l'implantation les 
embryons générés par une femelle donneuse (mère génétique) chez des 
femelles receveuses (mères porteuses) qui en assurent le développement 
jusqu'au terme. La mise en oeuvre de cette méthode chez les animaux 
domestiques peut servir une multiplicité d'objectifs, d'ordre génétiques, 
commerciaux ou sanitaires. 

L'intérêt premier de la transplantation embryonnaire est 
d'accroître la descendance des femelles estimées les meilleures sur le 
plan génétique. Dans les conditions traditionnelles d'élevage des ovins et 
caprins, le nombre de descendants produits par femelle et par an est 
voisin de 2 pour ne pas excéder 6 à 8 au terme de leur vie. Ce faible 
potentiel de reproduction limite considérablement les possibilités de 
création et de diffusion du progrès génétique par la voie mère-fille. La 
transplantation embryonnaire constitue un outil complémentaire de 
l'insémination artificielle pour l'amélioration génétique des troupeaux. 

Pour tous les échanges de génétique, la voie embryonnaire est 
souvent plus économique que le déplacement d'animaux vivants, et 
surtout très sécurisante sur le plan sanitaire, puisque l'embryon aux 
premiers stades du développement bénéficie d'une protection naturelle 
contre les agents infectieux. 
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2 - CARACTERISTIQUES DE LA REPRODUCTION 
CHEZ LES OVINS ET LES CAPRINS 


2.1 - La saison de reproduction 

A des latitudes supérieures à 35°, la reproduction chez les petits 
ruminants dépend de la photopériode. Les accouplements ont lieu en 
général durant la période des jours décroissants, plus particulièrement 
pendant l'automne (Figure 1; CHEMINEAU et al., 1992). 


Pourcentage 
de femelles 



Figure 1. Variations saisonnières du comportement de 
l’oestrus et de l’ovulation chez 15 chèvres 
Alpines en France (Chemineau P. 1986) 
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Dans les régions de plus faible latitude (régions équatoriales, 
tropicales et subtropicales) où les changements photopériodiques sont 
réduits, le saisonnement de la reproduction est plus faible (Figure 2 ; 
CHEMINEAU, 1 986), et plus dépendant de variations de l'alimentation et 
des variations thermiques. 





Mois 


Figure 2. Variations saisonnières du comportement de 
l’oestrus et de l’ovulation chez 15 chèvres 
Créoles de Guadeloupe (Chemineau P. 1986) 


Au cours de la saison de reproduction, chaque femelle peut 
présenter (s'il n'y a pas fécondation) plusieurs cycles sexuels successifs 
dont la durée est déterminée par l'intervalle entre deux oestrus (16- 
17 jours chez la brebis ; 20-21 jours chez la chèvre). 
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2.2 - Le cycle sexuel chez la femelle (Figure 3) 

En fin de phase lutéale (brebis 13-15 jours, chèvre 16-18 jours 
après le début de l'oestrus), la prostaglandine F2a secrétée par l'utérus 
induit chez la femelle non gestante, la régression du corps jaune (appelée 
lutéolyse). La chute de la concentration plasmatique de la progestérone, 
qui reflète la lutéolyse, provoque une diminution de l’inhibition de l'axe 
hypothalamo-hypophysaire. 

Plusieurs petits follicules à antrum dont le diamètre est de 2 à 
3 mm entrent alors en phase de croissance terminale mais seuls 2 à 3 
d'entre eux atteignent le stade préovulatoire, les autres subissent un 
phénomène de dégénérescence appelé atrésie folliculaire. Au cours de 
cette période (phase préovulatoire), la FSH secrétée par l'hypophyse 
stimule la croissance folliculaire. 

L'augmentation de la concentration d'oestradiol-1 7B secrété par 
les follicules en fin de croissance induit le comportement d'oestrus et 
exerce un rétrocontrôle positif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire. 
L'accroissement de la sécrétion de GnRH due à cette stimulation entraîne 
une sécrétion importante de FSH et de LH par l'hypophyse, appelée 
décharge ou pic préovulatoire. 

L'intervalle entre le début de l'oestrus et le pic de LH varie selon 
l'espèce mais aussi selon la race des femelles. Il est de 14,5 ± 0,5 h 
chez la chèvre Alpine (GONZALEZ-STAGNARO et al., 1984), de 18,4 ± 
2,4 h chez la brebis Romanov et de 7,6 ± 1,1 h chez la brebis Ile-de- 
France (CAHILL, 1979). Le pic de LH provoque l'ovulation 20 à 
26 heures plus tard. 

Les cellules du follicule ayant libéré l'ovocyte se transforment en 
cellules lutéales qui forment le corps jaune et secrétent la progestérone. 
L'élévation de la concentration de cette hormone et son maintien à un 
niveau élevé pendant 14 jours chez la brebis et 16 jours chez la chèvre 
constitue la phase lutéale. 

Durant cette période, la croissance folliculaire se poursuit, mais 
la forte concentration de progestérone freine l'activité de décharge du 
GnRH par l'hypothalamus bloquant ainsi l'ovulation jusqu'à la lutéolyse 
suivante. 

La durée du cycle sexuel de la chèvre présente une importante 
variabilité. Une étude réalisée chez des femelles de race Alpine montre 
(Figure 4 ; CHEMINEAU et al., 1991), qu'au cours de la saison de 
reproduction seulement 77 % des cycles peuvent être considérés de 
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durée normale (1 7-25 jours), 14% des cycles de courte durée 
( < 1 7 jours) et 9 % de longue durée ( > 25 jours). La durée moyenne des 
cycles courts est de 7,9 jours, des cycles normaux de 20,7 jours, des 
cycles longs de 39 jours. La fréquence élevée des cycles courts est une 
caractéristique de l'espèce caprine qui peut être modifiée par certains 
facteurs de l'environnement comme la photopériode ou le niveau 
alimentaire (voir paragraphe "Facteurs de variation de la superovulation). 


Nombre de cycles 



Durée (Jours) 

Figure 4. Durée du cycle sexuel chez la chèvre Alpine en 
France (CHEMINEAU et al., 1991) 
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TABLEAU 1 : Chronologie du développement de l'embryon chez la brebis 
(WINTERBERGER-TORRES et SEVELLEC, 1987) 

Jours 


Différentes étapes 

Temps après le 



avant et après 

début de 



l'ovulation de 

l’oestrus (heures) 

JO 


Début des chaleurs 




Pic de LH 




Accouplement ou insémination 

0-12 

J1 


Ovulation 

24-30 



Fécondation 

25-31 

J2 

Oeufs 

Stade 2 blastomères (1ère division) 

56 


dans 

Stade 4 blastomères 

60 

J3 

l'oviducte 

Stade 8 blastomères 

72 

J4 


16 cellules : morula 

96 

J5 


48 cellules (16-76 cellules : morula) 


J6 


Embryons 100 cellules (44-150 cellules) 



libres 

jeune blastocyste 


J7 

dans 

200 cellules (138 308 cellules) : 



l'utérus 

blastocyste 


J8 


400 cellules (150-650 cellules) : 




blastocyste sortant de la zone pellucide 


J9 


400 cellules (250-550 cellules) : 




blastocyste sans zone pellucide 


J10 


700 cellules (230-1620 cellules) : 




blastocyste en expansion après sortie 




de la zone pellucide 


J14 

Implantation 

Premiers contacts entre les cellules du 




trophoblaste et l'épithélium de l'endomètre 




qui marquent le début de l'implantation 
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2.3 - Le développement embryonnaire précoce (Tableau 1 ; 
WINTERBERGER-TORRES et SEVELLEC, 1987) (Photos 1 à 7) 


Au moment de l'ovulation, les oeufs sont recueillis par 
l'infundibulum, puis ils migrent dans l’ampoule où a lieu la fécondation. 
L'oeuf se divise ensuite en 2 blastomères dont la segmentation se 
poursuit durant le transit de l'embryon dans l'oviducte puis dans l'utérus. 
Le passage de l'embryon de l'oviducte dans l’utérus a lieu le 4ème jour 
après le début de l'oestrus, il est alors au stade 1 6 cellules, appelé jeune 
morula. 

PHOTO 1 : Stade 

2 cellules : lors de la 
première 
segmentation l'oeuf 
se divise en 
2 blastomères. On 
peut distinguer 
quelques 
spermatozoïdes 
accolés à la zone 
pellucide, ainsi 
qu'un globule polaire 



PHOTO 2 : Stade 

8 cellules : la taille 
des blastomères 
diminue 
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Du 5ème au 6ème jour, les blastomères plus nombreux 
s'accolent entre eux donnant un aspect compact à l'embryon, appelé à 
ce stade morula compactée. Le diamètre de l'embryon est alors voisin de 
1 50 pim. 

Au cours des divisions cellulaires successives, la taille des 
cellules diminuant le diamètre de l'embryon augmente peu avant le 
7ème jour. A partir du 6ème à 7ème jour, une cavité apparaît (le 
blastocoele), les cellules se différencient, l'embryon devient alors jeune 
blastocyste. La taille du blastocoele s'accroît, entraînant la disparition de 
l'espace périvitellin et une augmentation du diamètre de l'embryon 
(= 200-230 pm) qui est alors au stade blastocyste expansé. 


PHOTO 3 : Stade morula : 
les blastomères dont la 
taille diminue encore sont 
étroitement accolés entre 
eux 



PHOTO 4 : Stade jeune 
blastocyste : la cavité du 
blastocoele est visible, la 
différenciation entre les 
cellules du bouton 
embryonnaire et les 
cellules du trophoblaste 
est commencée 
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A ce stade, les cellules du trophoblaste qui donneront ensuite les 
enveloppes foetales sont situées à la périphérie du blastocoele, et une 
masse cellulaire présente à l'un des pôles de l'embryon constitue le 
bouton embryonnaire à partir duquel sera formé le foetus. Au terme de 
la phase d'expansion (8ème jour), des contractions périodiques du 
blastocyste se produisent, la zone pellucide très amincie se fissure 
permettant ainsi la sortie du jeune embryon. 

PHOTO 5 : Stade 
blastocyste : 

- avant la sortie 
de la zone 
pellucide (à 
gauche) les 
cellules du 
trophoblaste 
tapissent la zone 
pellucide très 
amincie 

- après la sortie de la zone pellucide (à droite) l'on peut distinguer le 
bouton embryonnaire à l'un des pôles 

PHOTO 6 : Stade blastocyste 
sortant de la zone pellucide 
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Après s'être libéré de la zone pellucide, l'embryon augmente en 
taille pour atteindre un diamètre de 500 j/m à J10, puis il entre dans une 
phase d'élongation. A ce stade, le trophoblaste produit de nombreuses 
protéines, dont la trophoblastine qui s'oppose à l'activité lutéolytique de 
la prostaglandine F2o. Le maintien de la sécrétion de la progestérone par 
le corps jaune va ainsi permettre l'implantation de l'embryon à partir du 
14-16ème jour puis la poursuite de la gestation. 

PHOTO 7 : Blastocyste 

sans zone pellucide 
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3 - PRINCIPE ET HISTORIQUE DE LA 
TRANSPLANTATION EMBRYONNAIRE 


Un cycle de transplantation consiste en une série d'étapes 
techniques conduisant de x donneuses traitées à y produits vivants nés 
après transfert. Afin d'en accroître encore la descendance, une femelle 
donneuse pourra être soumise à plusieurs cycles successifs de production 
d’embryons. 

Les femelles donneuses choisies pour leur haut intérêt génétique 
(potentiel de production, rareté...) reçoivent un traitement de 
synchronisation de l'oestrus et de stimulation ovarienne induisant 
l'ovulation synchrone d'un nombre d'ovocytes nettement supérieur aux 
possibilités naturelles. 

La fécondation de ces ovocytes est le plus souvent obtenue par 
insémination artificielle à l'aide de semences issues de mâles de haute 
valeur génétique (par exemple testés sur leur descendance pour 
l'amélioration de certains caractères de production). 

Les embryons sont prélevés précocement par voie chirurgicale ou 
sous contrôle endoscopique. Ils peuvent être transférés chez des femelles 
receveuses sans valeur génétique, directement ou après une étape de 
cryoconservation. Le cycle sexuel des receveuses est préalablement 
synchronisé par un traitement hormonal de manière à fournir aux 
embryons transférés un environnement utérin adapté à leur stade de 
développement. 

Les premières transplantations d'embryons chez les caprins et les 
ovins remontent à plus de 50 ans (WARWICK et al., 1934). A partir des 
années 60, de nombreux travaux ont été réalisés notamment en Australie 
(MOORE and ROWSON, 1960) et en Nouvelle Zélande (TERVIT and 
HAVICK, 1976). Ils ont contribué à mieux préciser les conditions et les 
possibilités de la production et du transfert des embryons dans ces 
espèces, et à accroître leur efficacité. 

Cependant, la pratique de cette méthode reste peu développée 
chez les petits ruminants alors qu'elle connaît un essor important chez les 
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bovins depuis une quinzaine d’années. Pour cette espèce, le nombre 
d'embryons transférés de par le monde est estimé à 300 000 pour la 
seule année 1990 (NIBART, 1991), contre seulement quelques milliers 
pour l'ensemble des races ovines et caprines. 

Le cas de la chèvre Angora en Australie et en Nouvelle Zélande 
fait figure d'exception, puisque la transplantation embryonnaire y est 
utilisée en routine depuis plus de 10 ans. Plusieurs exportations 
d'embryons de chèvres Angora ont ainsi été effectuées pour la 
constitution de troupeaux en dehors des zones d'élevage traditionnelles 
de cette race. 

En France, des travaux de recherche réalisés durant ces 
10 dernières années ont contribué à améliorer l'efficacité des techniques 
liées à la transplantation embryonnaire chez plusieurs races ovines et 
caprines. A titre d'exemple, cette méthode est aujourd'hui utilisée dans 
le cadre du schéma national d'amélioration génétique de la brebis laitière 
de race Lacaune ; elle a récemment été appliquée à l'exportation de 
génotypes caprins laitiers de race Alpine et Saânen. 
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4 - INTERET DE LA TRANSPLANTATION 

EMBRYONNAIRE : 


Un outil pour la génétique 


L'augmentation du nombre de descendants parfemelle permis par 
la transplantation embryonnaire en fait un outil de choix tant pour la 
création que pour la diffusion du progrès génétique ; cette méthode 
apporte d'autre part une solution au problème de la sauvegarde des 
génotypes menacés d'extinction. 

4.1 - CREATION DU PROGRES GENETIQUE 

4.1.1 - Accroissement de la pression de sélection 

Grâce à l'augmentation permise du nombre de descendants par 
femelle, le nombre de mères retenues au sein d'une génération pour 
procréer la génération suivante de reproducteurs destinés au 
renouvellement du troupeau peut être réduit, et la pression de sélection 
peut ainsi être augmentée. 

4.1.2 - Accroissement de la précision de sélection 

La procréation d'un plus grand nombre de descendants offre 
l'opportunité d'une meilleure estimation de la valeur génétique des 
femelles par contrôle des performances de leurs soeurs et de leurs filles 
situées dans différents milieux. Elle permet aussi d'intégrer des critères 
supplémentaires de sélection (par exemple : la richesse du lait en 
matières grasses et en matières protéiques). 
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4.1.3 - Réduction de l'intervalle entre générations 

La possibilité d'accroître rapidement la descendance des jeunes 
femelles permet un raccourcissement de l'intervalle entre générations qui 
peut être mis à profit pour une diffusion plus rapide des mâles de haut 
niveau génétique et contribuer par conséquent à accélérer le progrès 
génétique. 

4.2 - DIFFUSION DU PROGRES GENETIQUE 

Le développement de l'insémination artificielle permet une très 
large diffusion du progrès génétique par la voie mâle. En portant à 
quelques dizaines de produits la descendance possible des femelles de 
haute valeur génétique, la transplantation embryonnaire offre un moyen 
pour augmenter sensiblement la diffusion du potentiel génétique par la 
voie femelle. 

4.3 - SAUVEGARDE DES RACES A FAIBLE EFFECTIF 

Un certain nombre de races (voir tableau 2) présentent des 
aptitudes zootechniques reconnues mais peu valorisantes dans 
l'économie actuelle des productions ovines et caprines. A l'instar de 
nombre de races sauvages apparentées, certaines sont menacées de 
disparition à court ou moyen terme. L'entretien des effectifs nécessaires 
au maintien de la variabilité représentée par ces souches apparait souvent 
trop onéreux, et reste soumis aux aléas sanitaires. 
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TABLEAU 2 

: Races caprines et ovines françaises à faibles effectifs 

Espèce 

Race 

Production 

Effectifs 
estimés 1 

Caprine 

Poitevine 

Lait 


Caprine 

Rove de Provence 

Lait- Viande 


Ovine 

Barégeoise 

Viande 

3 000 

Ovine 

Berrichon de l'Indre 

Viande 

3 700 

Ovine 

Boulonnaise 

Viande 

1 100 

Ovine 

Brigasque 

Viande 

1 000 

Ovine 

Castillonnaise 

Viande 

300 

Ovine 

Caussenarde des 
Garrigues 

Viande 

300 

Ovine 

Landaise 

Viande 

120 

Ovine 

Lourdaise 

Viande 

3 500 

Ovine 

Mourérous 

Viande 

7 000 

Ovine 

Ouessant 

Viande 

500-1 000 

Ovine 

Raïole 

Viande 

1 600 

Ovine 

Rouge du Roussillon 

Viande 

1 000 

Ovine 

Solognote 

Viande 

2 100 

Ovine 

Thône et Marthod 

Viande 

5 000 


1 : d'après PERRET. 1986 
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La cryoconservation des embryons produits, associée à la 
congélation des spermatozoïdes, apparaît comme une méthode des plus 
adaptées pour la sauvegarde des patrimoines génétiques menacés. 

Cependant, en raison du coût de production des embryons qui 
apparaît encore élevé en particulier chez les petits ruminants, la 
conservation d'embryons n'est pas encore utilisée pour la sauvegarde des 
caprins et ovins appartenant à des races menacées. Les programmes de 
sauvegarde existant en Europe sont en effet orientés vers le soutien des 
éleveurs pour le maintien d'animaux vivants en évitant la consanguinité. 
Le recours à la transplantation embryonnaire pourrait toutefois constituer 
un outil complémentaire pour accroître l'efficacité des programmes 
existants. 

4.4 - GARANTIE SANITAIRE 

En dépit des mesures sanitaires en vigueur au niveau 
international, la propagation des maladies infectieuses est encore 
aujourd'hui souvent associée aux échanges d'animaux vivants. De 
nombreuses études ont en revanche montré que la transplantation 
embryonnaire oppose à la transmission des agents viraux ou bactériens 
testés, une barrière très efficace (STRINGFELLOW et al., 1991). De fait, 
l'intégrité de la zone pellucide, naturellement protectrice, isole les cellules 
embryonnaires de la plupart des agents infectieux qui peuvent contaminer 
le milieu utérin. 

Sur le plan sanitaire, le transfert d'embryons offre l'approche la 
plus fiable du problème des échanges génétiques. Des travaux réalisés 
chez la chèvre (CHEMINEAU étal., 1986) puis chez la brebis (HARE 
étal., 1988) ont en effet montré que le transfert d'embryons 
prélablement "lavés", provenant de femelles séropositives pour le virus 
de la bluetongue (B.T.V.) permettait la création de troupeaux indemnes 
de cette maladie. La garantie sanitaire représentée par cette technique 
permettrait ainsi de l'appliquer à l'assainissement systématique de 
troupeaux atteints de maladies infectieuses, avec conservation de la 
totalité du potentiel génétique existant. 

4.5 - Usages commerciaux 

La possibilité de multiplier la descendance de femelles de haute 
valeur économique ouvre au transfert d'embryons une multiplicité de 
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débouchés purement commerciaux. De fait, les échanges d'animaux 
vivants sont outre le risque sanitaire, actuellement limités par le coût des 
transports à longue distance, de mise en quarantaine et les difficultés 
d'adaptation des animaux à leur milieu d'accueil (conditions climatiques, 
alimentaires et sanitaires). La commercialisation d'embryons apparaît 
comme un moyen à la fois sanitairement satisfaisant et économiquement 
concurrentiel pour développer des échanges de matériel génétique. 
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5 - CHOIX ET PREPARATION DES FEMELLES 
DONNEUSES ET RECEVEUSES 


5.1 - Choix 

La sélection première effectuée sur les donneuses, qui conditionne 
l'intérêt de l'opération, porte bien évidemment sur leur valeur génétique 
selon les critères appropriés aux aptitudes zootechniques recherchées 
dans la race considérée. Aucune exigence de cet ordre n'intervient 
généralement dans le choix des receveuses. En revanche, donneuses et 
receveuses devront impérativement satisfaire à des critères 
physiologiques et pathologiques qui conditionnent la réussite des 
opérations : 

- toutes les femelles retenues doivent avoir mis-bas au cours de 
la saison de reproduction précédente et depuis au minimum 2 mois 
(brebis Lacaunes) à 5 mois (chèvres laitières Alpines ou Saânen) avant le 
début des traitements selon l’espèce et la race. Une mise à la 
reproduction réalisée trop précocement par rapport à la mise-bas 
précédente a fréquemment pour conséquence une faible fertilité, 

- on devra refuser les animaux présentant des écoulements 
vaginaux pouvant révéler une métrite, 

- si le moindre doute existe sur l'état gestationnel des sujets, il ne 
faut pas hésiter à pratiquer une échographie qui permettra de ne 
soumettre aux traitements aucune femelle gestante. Chez les caprins 
laitiers, l'examen échographique systématique est recommandé pour 
éliminer les femelles pseudogestantes. Une enquête a en effet montré 
que l'état de pseudogestation peut se rencontrer chez 2 à 3 % des 
chèvres laitières avant la mise à la reproduction, parfois 10 % dans 
certains élevages (MIALOT étal., 1991), 

- pour les femelles donneuses, une sélection peut être réalisée sur 
la configuration ovarienne, plus ou moins favorable à la superovulation, 
tel qu'on peut la visualiser au moyen d'un examen laparoscopique. En 
effet, la structure de la population folliculaire visible permet de prévoir 
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une bonne part des non-réponses à la superovulation (voir chapitre 
"Facteurs de variation de la superovulation"), 

- dans les cas de répétition de traitement par pFSH chez la chèvre 
(donneuses permanentes), il est souhaitable de procéder à une recherche 
d'anticorps contre cette hormone. En effet, les chèvres traitées plusieurs 
fois peuvent s'immuniser contre la gonadotropine hétérospécifique et ne 
plus répondre à son administration. Si cette recherche sérologique est 
impossible, il convient au moins de ne pas poursuivre le traitement des 
chèvres ne superovulant plus, 

- si des femelles nullipares doivent être traitées, elles devront 
présenter un développement pondéral représentant au moins 60 % du 
poids adulte et être âgées d'au moins 8 à 10 mois, 

- enfin, avant l'allotement, donneuses et receveuses seront 
généralement soumises à plusieurs tests sérologiques de dépistage des 
maladies contagieuses susceptibles de les affecter (selon le cas : 
Brucellose, Chlamydiose, Fièvre Q, etc...). 

En effet, malgré la garantie sanitaire qu'offre la transplantation 
embryonnaire, la législation sanitaire de plusieurs pays impose que les 
animaux donneurs soient indemnes de maladies contagieuses. Par 
ailleurs, les femelles receveuses doivent présenter un parfait état sanitaire 
afin de ne pas contaminer les jeunes auxquels elles donneront naissance. 

5.2 - Préparation générale et entretien des donneuses et 

RECEVEUSES 

5.2.1 - Identification 

La mise en oeuvre de la transplantation embryonnaire implique un 
certain nombre de manipulations sur les femelles donneuses et 
receveuses. L'identification des animaux doit être suffisamment durable 
(à ce titre l'emploi de crayons marqueurs est insuffisant), et 
suffisamment repérable pour éviter toute manipulation inutile. On limite 
ainsi le stress de l’animal préjudiciable aux résultats et la fatigue pour 
l'opérateur. Ainsi l'identification des femelles tatouées devra être 
complétée par un collier ou une bague d'oreille portant un numéro lisible 
à distance (Photo 8a-8b). 
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PHOTOS 8a et 8b : Identification des femelles à l'aide d'une boucle 
d'oreille (ALLFLEX) 
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5.2.2 - Allotement 

Les animaux retenus seront autant que possible rassemblés en un 
même site pour une mise en oeuvre plus facile des diverses interventions. 
Le stress lié à l'adaptation à un nouvel environnement comme 
l'installation d'une nouvelle hiérarchie à l'intérieur du groupe reconstitué, 
peut nuire gravement à la réussite de l'ensemble des opérations. Aussi 
est-il impératif de procéder à l'allotement au moins deux mois avant le 
début des traitements, tant pour les donneuses que pour les receveuses. 

5.2.3 - Traitement antiparasitaire 

Les donneuses et receveuses rassemblées peuvent recevoir un 
traitement systématique à large spectre au moins un mois avant le début 
des traitements. Dans le cas d'examens coprologiques positifs, le 
traitement devra être plus spécialement dirigé contre l'infestation 
constatée. 

5.2.4 - Alimentation 

La non-couverture de la totalité des besoins énergétiques, azotés, 
en minéraux ou en vitamines, ou tout autre déséquilibre de la ration 
alimentaire, sont des facteurs bien identifiés de troubles de la 
reproduction. Chez la brebis Mérinos australienne, l'insuffisance de la 
valeur énergétique de l'alimentation en automne (pâturage) est la cause 
des faibles productions d'embryons constatées à cette saison (JABBOUR 
et al., 1991). L'augmentation du niveau énergétique alimentaire durant 
les trois semaines qui précèdent la mise à la reproduction (Flushing) 
provoque, chez les ovins, une élévation du taux d'ovulation pour les 
femelles ayant reçu un traitement d'induction de l'ovulation, et une 
diminution de la lutéolyse prématurée pour celles induites à superovuler. 
La pratique du "Flushing" est donc recommandable tant pour les 
donneuses que pour les receveuses, et tout spécialement quand 
l'alimentation ne couvre pas la totalité des besoins énergétiques. 

Chez les receveuses, les besoins nutritionnels supplémentaires 
dus à la gestation ne sont pas différents de ceux liés à une gestation 
naturelle mais ils doivent être pris en considération, afin d'éviter 
l'avortement consécutif à une sous-alimentation. 
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5.2.5 - Surveillance de la parturition 

Au moment des mises-bas, une étroite surveillance des femelles 
contribue à minimiser la mortalité périnatale et les erreurs de filiation. Afin 
que le rendement de la transplantation embryonnaire ne soit pas diminué 
par négligence de cette étape, la surveillance de la parturition des 
receveuses devra faire l'objet d'un soin particulier. 
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6 - TRAITEMENTS HORMONAUX DES DONNEUSES 
ET RECEVEUSES 


Les traitements hormonaux spécifiques des donneuses et des 
receveuses sont destinés à induire l'oestrus et la superovulation 
(donneuses) ou l'ovulation (receveuses) à un moment prédéterminé. Ces 
traitements réalisent en fait une maîtrise temporaire de l'activité 
ovarienne, en mimant plus ou moins les mécanismes endocriniens qui 
contrôlent les cycles sexuels. 

6.1 - Les hormones utilisées et leurs rôles 

6.1.1 - La GnRH ou Gonadolibérine est un décapeptide produit par 
certains neurones secréteurs du système nerveux central. La sécrétion de 
cette neurohormone dans la circulation porte-hypophysaire varie sous 
l'effet de facteurs externes et internes (externes : durée d'éclairement, 
odeurs, stress ; internes : rétrocontrôles endocriniens par les oestrogènes 
ou la progestérone). La GnRH sécrétée atteint directement les cellules 
gonadotropes de l'hypophyse, dont elle stimule l'activité de synthèse et 
de libération de FSH et LH. 

Des analogues pharmaceutiques de la GnRH ont été développés, 
qui possèdent une activité-GnRH supérieure à celle du peptide naturel. Ils 
sont employés en médecine humaine et vétérinaire pour mieux contrôler 
l'ovulation (voir paragraphe "Synchronisation des ovulations chez les 
donneuses"). 

6.1.2 FSH (Hormone Folliculo-stimulante) et LH (Hormone 
Lutéinisante) ou Gonadotrophines sont des glycoprotéines synthétisées 
dans l'anté-hypophyse, qui régissent la fonction ovarienne. 

La FSH favorise la croissance et la maturation des follicules et des 
ovocytes ; elle induit dans le follicule en fin de croissance l'apparition de 
récepteurs à la LH, et soutient la sécrétion d'oestrogènes. La sécrétion 
de FSH, grossièrement continue, présente deux pics d'intensité situés : 

. simultanément à la décharge préovulatoire de LH, 
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. deux à trois jours plus tard (second pic d'intensité plus faible). 

La LH n'est pas sécrétée de façon continue mais périodique, sa 
concentration plasmatique s'élève pendant une courte période (appelée 
puise) puis décroît progressivement jusqu'au niveau basal où elle stagne 
avant le puise suivant. La fréquence des puises varie selon la stimulation 
des cellules hypophysaires par la GnRH, chaque puise de LH correspond 
en effet à un puise de GnRH. Durant la phase préovulatoire, 
l'augmentation de la concentration d'oestrogènes sécrétés par les 
follicules exerce un rétrocontrôle positif sur l'axe hypothalamo- 
hypophysaire. Cette stimulation induit une augmentation de la fréquence 
des puises de LH et provoque ainsi une élévation importante de sa 
concentration plasmatique, appelée pic préovulatoire de LH. 

LH participe, avec FSH, à la maturation finale du follicule, puis 
l’élévation massive de sa concentration (pic préovulatoire) déclenche la 
libération de l'ovocyte et la transformation du follicule en corps jaune 
(lutéinisation). Après l'ovulation, LH permet le développement du corps 
jaune puis la synthèse de la progestérone. 

6.1.3 - PMSG (Prégnant Mare's Sérum Gonadotrophin ) ou eCG 
(Equine Chorionic Gonadotrophin). Cette gonadotrophine, extraite du 
sérum de juments gravides possède une double activité FSH et LH, elle 
n'est pas présente naturellement chez la brebis et la chèvre, mais elle est 
très largement utilisée pour l'induction de l'ovulation chez ces femelles. 

6.1.4 - La progestérone et ses analogues. La progestérone est un 
stéroïde sécrété par le corps jaune ovarien mais aussi par le placenta chez 
la brebis. Son rôle primordial est le maintien de la gestation. Avant 
l'ovulation, la progestérone (surtout chez la brebis ; SUTHERLAND, 
1988) favorise également le déclenchement du comportement d'oestrus 
par l’oestradiol. Après l'ovulation, l'élévation de la concentration de 
progestérone, consécutive à la formation du corps jaune exerce un 
rétrocontrôle négatif sur l'hypothalamus qui inhibe la sécrétion de GnRH, 
la pulsatilité de LH et bloque ainsi toute nouvelle ovulation. 

Des progestagènes présentant une activité plus puissante que 
celle de la progestérone naturelle ont été synthétisés. Ils sont largement 
utilisés pour la synchronisation de l'oestrus : 

- acétate de fluorogestone (F. G. A., Intervet), 

- acétate de médroxyprogestérone (M.A.P., Upjhon), 

- norgestomet (Intervet). 
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6.1.5 - La prostaglandine F2o et ses analogues. Elle est sécrétée 
par de nombreux tissus dans l'organisme et notamment par l'endomètre 
utérin. L'augmentation de la sécrétion de la PgF2a produite par l'utérus 
induit la lutéolyse (destruction du corps jaune), la chute de la 
progestérone et l'apparition d'une nouvelle période d'oestrus. Plusieurs 
analogues de PgF2a sont utilisés en médecine vétérinaire, plus 
particulièrement pour contrôler la durée du cycle sexuel et donc 
programmer l'apparition de l'oestrus : 

- cloprosténol (Estrumate, Pitman-Moore), 

- luprostiol (Prosolvin, Intervet). 

6.2 - Le contrôle de l'oestrus 

Chez les donneuses, la synchronisation et l'induction de l'oestrus 
permettent d'obtenir des embryons au même stade de développement, 
pour l'ensemble du lot traité. Pour les receveuses, cette méthode a pour 
but de faire coïncider leur stade physiologique avec celui de l'âge des 
embryons à transférer, condition d'une bonne reprise de leur 
développement après transplantation. La synchronisation de l'oestrus est 
obtenue par l'administration de progestagènes ou de prostaglandines. 

6.2.1 - Utilisation des progestagènes 

Plusieurs traitements sont pratiqués, ils diffèrent surtout par le 
progestagène employé (Progestérone, F. G. A., M.A.P. et Norgestomet) et 
par la voie d'administration (injections, implants vaginaux, implants sous- 
cutanés). 

6.2.1 .1 - Administration de progestérone par injection 

L'injection quotidienne de 1 2 mg de progestérone par voie 
intramusculaire durant 17 à 21 jours a été utilisée avec succès chez la 
chèvre (TERVIT et al., 1 984). D'un point de vue pratique, l'application de 
cette méthode est cependant très contraignante. 

6. 2. 1.2 - Implants vaginaux 

Les éponges vaoinales de polyuréthane, imprégnées de 60 mg 
d'acétate de médroxy-progestérone (M.A.P.) (Repromap-Upjohn) ou de 
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30 à 45 mg d'acétate de fluorogestone (F. G. A.) (Chronogest, Intervet) 
sont le support de progestagène le plus couramment utilisé. Dans le cas 
du FGA, la quantité administrée a été déterminée selon l'espèce, la parité 
des femelles et la période de traitement (CHEMINEAU et al., 1991). Les 
éponges imprégnées de 45 mg de FGA sont conseillées pour les chèvres, 
celles contenant 40 mg sont utilisées chez les brebis et chez les agnelles 
en période de reproduction ainsi que chez les chevrettes et les éponges 
de 30 mg sont utilisées pour les brebis durant la période d'anoestrus. La 
pose de ces éponges (Figure 5) est effectuée à l'aide d'un applicateur 
adapté. Plusieurs précautions doivent être prises, afin d'éviter une 
éventuelle infection consécutive à la pose, et l'apparition d'adhérences 
avec la muqueuse vaginale. Un antibiotique en poudre (par exemple : 
Pulsauréo, Rhône-Mérieux) est pulvérisé sur le contour de l'éponge et 
l'applicateur est désinfecté avant chaque mise en place. Chez les femelles 
nullipares, il est recommandé d'effectuer une rupture de l'hymen environ 
10 jours avant la pose de l'éponge. 

L'administration vaginale de progestérone au moyen de CIPR 
(Controlled Internai Druq Releaser, AHI Plastic Mouldinq Co.) présente 
pendant la période d'anoestrus une efficacité similaire à celle des éponges 
vaginales imprégnées de FGA ou de MAP (chèvres : CORTEEL et al., 
1988; brebis: CROSBY étal., 1991). Cependant, en période de 
reproduction, CROSBY et collaborateurs ont observés une plus faible 
fertilité pour les brebis saillies après traitement avec CIDR qu'après 
traitement avec éponge vaginale. 

Par ailleurs, l'intervalle entre la fin du traitement progestatif et 
l'ovulation est de plus courte durée chez les brebis traitées avec CIDR 
que chez les brebis traitées avec éponges imprégnées de FGA ou de MAP 
(CIDR 51 h. ; FGA 63 h ; MAP 69 h ; WALKER et al., 1 989). Dans le cas 
de l'insémination des donneuses par rapport à la fin du traitement 
progestatif, cette observation doit par conséquent être prise en compte. 

En raison de leur faible diamètre (<1 cm), l'utilisation de ces 
implants peut être recommandée pour les nullipares dont la faible taille du 
vagin rend parfois difficile la pose de l'éponge vaginale. 
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6. 2. 1.3 - Les implants sous-cutanôs 

Le traitement progestatif peut aussi être réalisé à l'aide d'implants 
sous-cutanés imprégnés de 3 mg de Norgestomet (Crestar, Intervet), qui 
sont insérés sous la peau au niveau de la surface externe de l'oreille. 
L'efficacité de cette voie d'administration du progestagène est égale à 
celle des éponges vaginales (AINSWORTH and WOLYNETZ, 1982; 
BRETZLAFF and MADRID, 1 989), lorsqu’on prend en compte l'apparition 
plus précoce des ovulations après la fin du traitement : implants 55 h vs 
62 h éponge (COGNIE et al., 1976). 

6. 2. 1.4 - Durée du traitement progestatif (Figure 6) 

Chez les ovins : quel que soit le système d'imprégnation utilisé, 
la durée recommandée du traitement varie en fonction de la période de 
l'année : 14 jours pendant la saison sexuelle et 12 jours en dehors de la 
saison sexuelle. 

Chez les caprins : la durée du traitement ne varie pas selon la 
saison mais selon les produits utilisés, elle est soit de 17 à 21 jours 
(traitement long), soit de 10 à 12 jours (traitement court en associant 
progestagène et prostaglandine). Dans le cas de 
l'induction/synchronisation de l'ovulation, le taux de fécondation après 
insémination artificielle réalisée suite au traitement long est inférieur à 
celui observé suite au traitement court (CORTEEL et al., 1988). Dans le 
but d'optimiser le taux de fécondation chez les chèvres donneuses, 
l'utilisation du traitement court est par conséquent conseillée. La durée 
de ce traitement étant inférieure à celle du corps jaune cyclique chez la 
chèvre, on y adjoint une injection d'un analogue de PgF2o (50 pçj de 
cloprosténol, Estrumate, Pitman-Moore) 48 heures avant l'arrêt du 
traitement progestatif pour détruire les corps jaunes pouvant être encore 
actifs au moment du retrait du support du progestagène. 
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6.2.2 - Utilisation de prostaglandines 

La synchronisation des oestrus peut aussi être obtenue sans 
réaliser d'imprégnation par un progestagène, mais en induisant une 
lutéolyse synchrone au moyen de 2 injections d'un analogue de la 
prostaglandine PgF2a. La nécessité de procéder à 2 injections espacées 
de 10 à 14 jours (50 à 100/;g de cloprosténol (Estrumate, Pitman- 
Moore) ou 4 mg de Luprostiol, (Prosolvin, Intervet) est imposée par le fait 
que d'une part les femelles en phase folliculaire lors d'une simple 
injection ne seraient pas synchronisées par celle-ci, et que d'autre part, 
les corps jaunes ne deviennent sensibles à la prostaglandine qu'à partir 
du 5ème jour de la phase lutéale ; une part plus ou moins importante des 
femelles ne seraient donc pas synchronisées par une injection isolée de 
prostaglandine. Une limitation évidente à l'utilisation de cette méthode 
est son inefficacité totale sur des femelles non cycliques, par exemple en 
dehors de la saison sexuelle. D'autre part, le pourcentage d'oeufs divisés 
chez les brebis donneuses est plus faible lorsque la synchronisation est 
obtenue au moyen d'injections de prostaglandines que lorsqu'un 
traitement progestagène est pratiqué (MUTIGA and BAKER, 1982) 

6.2.3 - Recommandations 

Parmi les techniques décrites pour programmer l'oestrus, les 
éponges vaginales imprégnées de EGA ou de MAP associées ou non à 
une injection de prostaglandine constituent une méthode dont l’ utilisation 
peut être conseillée sans réserve, de part sa facilité de mise en oeuvre et 
son efficacité quelle que soit la période de l'année. 

6.3 - La stimulation ovarienne 

La stimulation de la croissance folliculaire pour l'induction de la 
superovulation (des donneuses) ou de l'ovulation (des receveuses) 
survient le plus souvent en fin de traitement progestatif, et est réalisée 
par l'injection intramusculaire de gonadotrophines chorioniques (PMSG) 
ou hypophysaires (FSH/LH). 
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6.3.1 - Induction de la superovulation chez la donneuse 

Le traitement gonadotrope pour l'induction de la superovulation 
pourrait être effectué au cours du cycle naturel, en commençant la 
stimulation 48 heures avant le moment présumé de la lutéolyse 
spontanée, mais cette méthode serait d'une part inefficace en période 
anovulatoire, et d'autre part difficilement applicable au cas du traitement 
conjoint de plusieurs femelles non préalablement synchronisées. 

Pour ces raisons, l'administration massive de gonadotrophines a 
lieu généralement en fin de traitement progestatif (ce qui correspond à la 
phase folliculaire du cycle oestrien), elle entraîne une augmentation du 
nombre de follicules préovulatoires conduisant à un nombre plus ou 
moins élevé d'ovulations. 

6. 3. 1.1 - Stimulation avec PMSG 

De nombreux travaux ont été réalisés pour comparer l'efficacité 
des traitements par PMSG et par FSH. 

La PMSG est caractérisée par une activité LH environ 4 fois 
supérieure à son activité FSH, associée à une longue durée d'activité 
biologique (4 jours), en conséquence une seule injection de 750 à 
1500 U. I. de PMSG réalisée 48 heures avant la fin du traitement 
progestatif où l'injection de prostaglandine suffit à induire la 
superovulation (Tableau 3 ; caprins : ARMSTRONG and EVANS, 1983 ; 
TSUNODA and SUGIE, 1989; ovins: ARMSTRONG étal., 1983 ; 
WALKER et al., 1989). 

TABLEAU 3 : Doses de PMSG utilisées pour l'induction de la 
superovulation 


Espèce et race 


PMSG 

(Ul) 


Auteurs 


Caprins 

Angoras 750-1250 

Chèvres Japonaises 1000 

Ovins 

Suffolk 1 500-2000 

Mérinos 1200 


ARMSTRONG and EVANS, 1 983 
TSUNODA and SUGIE, 1989 

ARMSTRONG étal., 1983 
WALKER et al., 1989 
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Lorsqu'elle n’est pas connue, la dose optimum de PMSG doit être 
précisée pour la race considérée. En effet, chez la brebis Ile-de-France, 
l'administration d'une quantité trop élevée (3000 Ul vs 1200 Ul) 
n'entraîne pas d'augmentation de la réponse ovulatoire et le nombre 
moyen d'embryons transférables produit par donneuse tend à être plus 
faible (COGNIE, résultats non publiés). En raison de son activité LH 
prédominante, la PMSG induit à des doses élevées, des anomalies de 
maturation ovocytaire (brebis : MOOR et al., 1985 ; chèvre : KUMAR 
étal., 1990). En contre-partie de la longue demi-vie de cette 
gonadotrophine, les niveaux élevés de PMSG encore en circulation au 
delà de l'oestrus provoquent une activité folliculaire anormale à ce stade, 
qui perturbe l'environnement hormonal pendant la fécondation, les 
premières phases de développement des oeufs. Ces effets ont comme 
conséquence générale une faible production d'embryons de bonne qualité 
et cette hormone est donc de moins en moins utilisée pour l'induction de 
la superovulation. 

Par ailleurs, une récente étude effectuée chez des brebis soumises 
à deux traitements PMSG successifs (27 à 34 jours d'intervalle) a 
montré, une diminution de la réponse ovulatoire en deuxième traitement 
(1 er traitement : 10,6 ± 6,8; 2ème traitement : 5,9 ± 3,5), corrélée 
négativement avec l'apparition d'anticorps anti-PMSG (RAINIO, 1992). 

6 . 3 . 1.2 - Stimulation avec FSH 

Cette hormone est la plus fréquemment employée pour induire la 
superovulation chez les petits ruminants. 

Origine de la FSH 

Les préparations de FSH d'origine porcine ou ovine actuellement 
commercialisées (Tableau 4) sont des extraits hypophysaires 
partiellement purifiés dont l'activité FSH varie selon les lots. De plus, le 
contenu en LH de ces préparations est également très variable selon leur 
origine commerciale, mais aussi selon le lot de fabrication. Par ailleurs, le 
rapport FSH/LH des préparations commerciales n'est souvent pas 
communiqué à l’utilisateur. L'addition de LH à la préparation initiale 
pouvant être souhaitable (voir paragraphe "rapport FSH/LH"), l'absence 
de cette information ne permet pas une utilisation optimale de ces 
préparations. 
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TABLEAU 4 : 

: Préparations commerciales de FSH 

Origine 

Appellation 

commerciale 

Firme 

Ovine 

EMBRYO-S 

Embryo Plus ; Australia 

Ovine 

OVAGEN 

Immuno-chemicals Products; 
New Zealand 

Porcine 

FSH-P 

Schering ; U. S. A. 

Porcine 

FOLLTROPIN 

Vetrepharm ; Canada 

Porcine 

STIMUFOL 

Rhône-Mérieux ; France 

Porcine 

SUPER-OV 

Ausa International ; U. S. A. 


L'induction répétée de la superovulation avec pFSH provoque 
chez les caprins, une diminution de la réponse ovulatoire due à 
l'apparition d’anticorps anti pFSH (Figure 7 ; REMY et al., 1991). Cette 
diminution est observée pour 40 à 50 % des chèvres dès le 
3ème traitement pFSH et pour 70 à 80 % en 4ème à 5ème traitement. 

L'activité de liaison de pFSH due à la présence d’anticorps anti- 
hormone peut être déterminée par dosage radioimmunologique réalisé à 
partir du plasma sanguin. Il existe une corrélation négative, entre le taux 
de liaison de pFSH mesuré deux à trois semaines après traitement et le 
nombre d'ovulations au traitement suivant, pour un intervalle entre 
traitements de 7 semaines (REMY et al., 1991). 

Dans le cas des caprins, la recherche de la présence éventuelle 
d'anticorps peut donc être utilisée comme outil, pour le choix des chèvres 
donneuses permanentes avant chaque nouveau traitement pFSH. Pour les 
chèvres présentant un faible taux de liaison de pFSH après traitement, le 
nombre d'ovulations au traitement suivant est similaire à celui des 
femelles traitées pour la première fois alors qu'il est très faible pour celles 
dont le taux de liaison de pFSH est plus élevé (<6 % de liaison de 
pFSH : 12,6 ±8,1 corps jaunes vs >6 % de liaison de pFSH : 6,1 ± 
8,2 corps jaunes) (BARIL étal., 1990). Au delà du 3ème traitement 
pFSH, les chèvres présentant un faible taux de liaison de pFSH ne sont 


Copyrighted material 







Mom6r e de c « r e S 1 1 » #«ï 


38 


Transplantation Embryonnaire chez la brebis et ia chèvre 


cependant pas nombreuses (20 à 30 %) 
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L'administration répétée de FSH d'origine caprine ou ovine 
(OVAGEN-ICP) n'entraîne pas chez la chèvre d'abaissement de la réponse 
ovulatoire (Tableau 5 ; BARIL et al., 1992). La FSH caprine n'est 
toutefois pas commercialisée, aussi l'emploi des préparations 
commerciales de FSH ovine est conseillé pour induire à répétition la 
superovulation chez les chèvres donneuses permanentes. La stimulation 
ovarienne obtenue après administration de FSH ovine est cependant très 
variable selon le lot de fabrication, et limite donc actuellement l'emploi de 
ces préparations. 

TABLEAU 5 : Nombre d'ovulations’ après répétition de la superovulation 
chez la chèvre selon l'origine de la FSH (BARIL et a!., 1992) 


FSH porcine FSH caprine FSH ovine 




(9) 

(9) 

(10) 

1 er traitement 

17,0 

± 3,0 

11,8 ± 

3,7 

12,3 

± 2,1 

2ème traitement 

12,1 

± 3,8 

10,8 ± 

3,9 

12,6 

± 3,1 

3ème traitement 

10,7 

± 4,0 

16,0 ± 

5,6 

11,0 

± 2,8 

4ème traitement 

3,6 

± 3,0 

17,4 ± 

5,9 

14,6 

± 3,2 

5ème traitement 

1.6 

± 1,4 

11,9 ± 

5,6 

11,7 

± 4,3 


( ) : Nombre de chèvres ayant reçu 5 traitements consécutifs à 47 jours 
d'intervalle 

1 : Moyenne ± sem ; nombre d’ovulations déterminé par laparoscopie, 
le jour de la collecte, soit 6 à 7 jours après le début de l’oestrus 


Doses utilisées 


Les quantités de FSH à administrer pour obtenir la superovulation 
sont souvent exprimées en mg. du standard Armour. Le milligramme 
Armour est une unité d'activité d'un test biologique correspondant à 
environ 10-14 //g d'hormone FSH pure. 
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La dose totale efficace varie largement selon la préparation 
hormonale utilisée et le génotype de la donneuse, et devrait être 
déterminée préalablement au moyen d'une courbe dose-réponse. A titre 
d’exemple, la relation dose-réponse de la FSH-P Burns-Biotec chez la 
brebis Targhee est présentée au Tableau 6 (SMITH et al., 1984). Dans 
cet exemple, la dose optimum à recommander est 22 mg Armour, dose 
pour laquelle le nombre le plus élevé d’embryons est atteint. 

TABLEAU 6 : Effet de la dose de FSH sur les nombres d'ovulations et 
d'embryons par donneuse (d'après SMITH et a!., 1984) 


FSH (mg Armour) Nombre ovulations 1 Nombre embryons ’ 


0 

1,9 

± 

2,5 

1,1 ± 

2,5 

12,0 

6,7 

± 

3,8 

1,3 ± 

3.9 

14,5 

6,7 

± 

3,8 

4,3 ± 

3,9 

17,0 

8,4 

± 

1,7 

5,9 ± 

1,7 

19,5 

12,1 

± 

1,6 

7,7 ± 

1,6 

22,0 

14,4 

± 

1,6 

8,8 ± 

1,6 

30,0 

10,7 

± 

1,7 

7,9 ± 

1,7 


1 : Moyenne ± sem 

FSH-P Burns Biotec , n = 79 brebis de race Targhee 

Les doses totales de FSH-P les plus souvent préconisées chez la 
brebis et la chèvre sont comprises entre 16 et 21 mg Armour (Figure 8 ; 
BREBION étal., 1992 ; TERVIT et al., 1984), mais ces doses peuvent 
s'avérer soit insuffisantes, soit au contraire excessives pour certains 
génotypes particuliers. Ainsi chez la chèvre Cashmere des doses plus 
faibles (6 à 9 mg) suffisent à induire la superovulation (6 mg : 
19 ovulations par femelle ; 9 mg : 29 ovulations par femelle) alors que 
ces doses sont insuffisantes chez la chèvre Angora (RITAR et al., 1 988). 
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Nombre d'injections 

En raison de la courte demie-vie de la FSH (3 à 4 heures), il est 
nécessaire de répartir la dose en plusieurs injections pour induire la 
superovulation. Quatre à huit injections espacées d'environ douze heures 
sont généralement réalisées durant les 2 à 4 derniers jours du traitement 
progestatif. Chez la brebis, la réponse ovulatoire suite au traitement de 
superovulation de courte durée (2 jours) est cependant inférieure à celle 
obtenue après 3 jours de stimulation ovarienne (2 j. : 5,8 ± 2,7 ; 3 j. : 
8,8 ± 5,1 corps jaunes) (COGNIE et al., 1987). 

Répartition des doses et rapport FSH/LH (Figure 8) 

La quantité totale de FSH administrée durant le traitement est en 
général répartie en doses décroissantes (BREBION étal., 1992; 
JABBOUR et al., 1991 ; TERVIT étal., 1984), la réponse ovulatoire 
obtenue avec cette méthode chez des brebis Ile-de-France est en effet 
plus élevée qu'après injection de doses constantes (10,1 ± 6,4 v s 6,7 
± 3,6) (TORRES et al., 1987). Il a été montré par ailleurs, qu'un apport 
croissant de LH en fin de traitement améliorait la réponse ovulatoire. Cet 
apport décalé de FSH et LH correspond sans doute mieux à 
l'environnement hormonal du follicule en croissance terminale, et 
contribue à accroître l'efficacité de la superovulation. Avec cette 
méthode, les nombres moyens d'ovulations et d'embryons transférables 
par brebis ou par chèvre donneuse sont, en effet, plus élevés qu'avec un 
apport constant de FSH et LH pendant la durée du traitement 
(Tableau 7 ; COGNIE et al., 1986 ; BARIL et a!., 1989). De fait, chez la 
brebis laitière Lacaune, un rapport FSH/LH inférieur à 2 en début du 
traitement affecte la qualité, tandis qu'un rapport supérieur en fin de 
traitement est pénalisé par un faible taux d'ovulation des follicules 
(BREBION, résultats non publiés). 

Administration de FSH par implant sous-cutané 

L'emploi de pompes osmotiques pour l'administration de FSH a 
été testé dans un but de simplification. Cette méthode utilisée avec 
succès dans d’autres espèces (biche, chatte) (FENNESSY et al., 1989 ; 
PETERSEN étal., 1987) a été peu expérimentée chez les petits 
ruminants. Les résultats obtenus suite à un essai réalisé chez la brebis 
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Mérinos sont encourageants, mais la réponse ovulatoire (Tableau 8) tend 
cependant à être plus faible qu'après administration de la FSH par 
injection (SHARPE et al., 1986). Les conditions d'utilisation de cette 
méthode doivent encore être précisées avant que cette voie 
d'administration puisse être retenue pour une utilisation en routine. 

TABLEAU 7 : Effet de la supplémentation en LH en fin de traitement FSH 
sur le nombre moyen 1 d'ovulations et d'embryons transférables par 
femelle traitée 


Brebis Chèvre 


Supplémentation LH 

non 

oui 

non 

oui 

Nb Femelles 

10 

10 

16 

16 

Nb d'ovulations 

13,2 ± 6,6 

18,6 ± 5,8 

6,8 ± 9.6 

13,0 ± 7,3 

Nb Embryons transférables 

6,5 ± 5,8 

7.5 ± 5,0 

1.6 ± 3,4 

4,9 ± 4.0 

Auteurs 

COGNIE et al.. 1986 

BARIL et al . , 1989 


1 : Moyenne ± écart type 

TABLEAU 8 : Nombre moyen d'ovulations par brebis en fonction du mode 
d'administration de la FSH porcine (SHARPE et a!., 1986). 


Mode d'administration de FSH 
Injection (I.M.) 1 Implant sous-cutanâ 7 

Nombre moyen d'ovulations/ brebis 

(moyenne ± sem) 9,9 ±1,2 6.5 ±1,2 

Nombre de brebis 20 20 


1 : Administration intramusculaire de 12 mg : 1 ère injection de 3 mg puis 
6 injections de 1 .5 mg 

2 : Administration de 1 2 mg : Une injection de 3 mg à la pose de la 
pompe osmotique contenant 9 mg de FSH 
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6. 3. 1.3 - Autres traitements de superovulation 

H.A.P. (Horse Anterior Pituitarv) - H.M.G. (Human Menopausal 
Gonadotrophinl 

L’administration d'extrait hypophysaire équin (H.A.P.) ou de 
gonadotrophine de femme ménopausée (H.M.G.) permet d'obtenir une 
réponse ovulatoire et une production d'embryons similaires à celles 
observées après traitement pFSH chez les caprins et les ovins 
(Tableaux 9 et 10 ; MOORE and EPPLESTON, 1979 ; SHIEWE et al.. 
1985 ; BALDASSARRE et al., 1992). 

TABLEAU 9 : Possibilités d'induction de la superovulation avec H.A.P. ou 
H.M.G. 


Nb d'ovu- Nb ou % 


Traitement 

Espèce 

Nb femelles 

lations/ 

femelle 

d'embryons 

transférables 

Auteurs 

H.A.P. 

Caprine 

43 

10,0 

6,4 ’ 

MOORE and 






EPPLESTON, 1979 

H.M.G. 

Ovine 

10 

10,0 ± 1,9 

84 % 2 

SCHIEWE et al. 


1985 


1 : Nombre moyen d'embryons transférables par chèvre traitée 

2 : Embryons transférables/embryons collectés x 100 


TABLEAU 10 : Utilisation comparée de 2 sources de FSH-P et de HMG 
pour la production d'embryons chez la brebis Mérinos (D'après 
BALDASSARE et al., 1992) 



Nb femelles 

Nb d'ovulations 
par femelles 

Nb d'embryons 
transférables 

FSH-P Schering 1 

87 

7,5 

2,7 

FSH-P Folltropin-Vetrepharm 1 

59 

5,7 

1,8 

HMG Pergovet-Serono 1 

29 

7,0 

2,7 


1 : 20 mg (Armour)/brebis; 

2 : 5 flacons/brebis contenant chacun 75 Ul de FSH et 75 Ul de LH 


Ces préparations sont toutefois peu disponibles dans le cas de 
H.A.P. et d'un coût élevé dans le cas de H.M.G.. 
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Association PMSG-FSH 


Cette méthode a fait l'objet de plusieurs études chez la brebis. 
L'administration d'une dose modérée de PMSG (400-800 Ul) associée à 
l'injection de 12 à 1 8 mg de pFSH ne provoque pas une production 
excessive d'oestrogènes et permet de bénéficier de la stimulation 
prolongée de PMSG de part sa longue demi-vie. L’association de ces deux 
hormones semble utilisable dans le cadre d'une production d'embryons. 

TABLEAU 1 1 : Nombre moyen d'ovulations, pourcentages de collecte et 
d'embryons normaux, chez des brebis ayant reçu une injection de PMSG 1 
associée à une ou plusieurs injections de FSH ovine 2 (MAXWELL and 
WILSON, 1989) 


Agnelles Adultes 


Nb. d'injections de FSH 

1 

6 

1 

6 

Nb. brebis collectées 

44 

46 

29 

41 

Nb. d'ovulations 





(moy ± sem) 

5,6 ± 0,6 

6,4 ± 0.6 

10,3 ± 1.0 

11,7 + 1.0 

% oeufs collectés 

68 

64 

83 

83 

% d'embryons normaux 

82 

83 

92 

74 


1 : 500 Ul de PMSG 48 h avant le retrait de l'éponge 

2 : 5,5 ml de FSH ovagen administrés en six injections ou en une seule 
injection effectuée au même moment que l'administration de PMSG 

Dans un cas particulier, une augmentation de la production 
d’embryons par donneuse a été observée : chez la brebis Mérinos ayant 
reçu un traitement associant PMSG et pFSH, la proportion de femelles 
présentant une superovulation (plus de 3 corps jaunes) est supérieure à 
celle observée pour les brebis traitées avec pFSH ou PMSG (PMSG + 
pFSH 139/141 (99 %) ; pFSH 55/74 (74 %) ; PMSG 41/71 (58 %)) 
(RYAN et al., 1991). De plus, suite au traitement associant 800 Ul de 
PMSG à 12 mg de pFSH, des taux de fécondation et d'embryons 
transférables élevés ont été décrits (oeufs divisés : 84 % ; embryons 
transférables : 87 %) (RYAN et a!., 1991). 
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Si ces résultats sont confirmés, l'utilisation concomitante de 
PMSG et pFSH peut permettre de réduire la dose de pFSH et le nombre 
d’injections nécessaires (Tableau 1 1 ; MAXWELL and WILSON, 1989). 

6.3.1 .4 - Traitements de préparation de l'ovaire 

Comme nous le verrons plus en détails dans le chapitre à venir 
"Facteurs individuels de variation de la superovulation", quel que soit le 
degré d'élaboration du traitement pratiqué, la réponse superovulatoire est 
corrélée à la population de follicules de 1 à 2 mm rencontrée au moment 
du début du traitement de stimulation de l'ovaire. C'est pourquoi 
plusieurs équipes ont tenté par des voies différentes d'enrichir cette 
classe de follicules cibles préalablement à la stimulation. 

Préstimulation avec FSH 

Par cette approche, on tente d'accroître la constitution du stock 
de petits follicules, en administrant une faible dose de FSH en début de 
traitement progestatif, soit 12-1 5 jours avant le traitement de 
superovulation. 

Cette méthodologie a surtout été expérimentée chez les bovins, 
avec des résultats contradictoires : WARE et al. (1987) et TOUATI et al. 
(1991) observent une amélioration de la réponse ovulatoire alors que 
GRAY et al. (1992) et RIEGER et al. (1988) observent une diminution des 
taux d'ovulation et d'embryons récoltés. Une expérience réalisée chez la 
brebis (WARE et al., 1986) n'a pas montré d'augmentation du nombre 
moyen d'ovulations chez les animaux prétraités avec 5 mg de pFSH au 
début du traitement progestatif (prétraités 6,5 ± 2,3 corps jaunes vs 8,4 
± 2,2 corps jaunes témoins). Cependant pour les brebis prétraitées, les 
taux de collecte et de fécondation des oeufs (% collecte : prétraités 78,5 
± 9,3 vs 49,3 ± 8,7 témoins ; % d’oeufs divisés : prétraités 100 vs 
62,3 ± 3,9 témoins) ainsi que le pourcentage d'embryons transférables 
sont significativement plus élevés que pour les animaux témoins (% 
d'embryons transférables : 90,5 ± 3,1 vs 77,1 ± 3,9). 

Bien que les résultats de cet essai puissent être considérés 
comme encourageants, ils doivent toutefois être confirmés à partir d'un 
effectif important avant que l'utilisation de cette méthode puisse être 
conseillée. 
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Blocage antigonadotrope par un analogue de GnRH 

Cette approche repose sur le principe qu'un blocage puissant mais 
temporaire de la fonction gonadotrope, ralentit la croissance des petits 
follicules (1 à 2 mm de diamètre) et entraîne donc un accroissement du 
nombre de ceux-ci, dont l'importance conditionne la réussite de la 
superovulation. 

Chez la brebis laitière Lacaune, la désensibilisation hypophysaire 
est obtenue suite à l'administration chronique d'analogues de GnRH, soit 
antagonistes directs (GnRH-34, 250/rg/jour pendant les 1 1 jours 
précédant la stimulation) (BREBION et al., 1990), soit superagonistes 
(buserelin, 40 /rg/jour pendant les 15-17 jours précédant la stimulation) 
(BREBION and COGNIE, 1989). Le traitement chronique est réalisé 
expérimentalement par infusion sous-cutanée à l'aide de pompes 
osmotiques ALZET. L'efficacité du blocage antigonadotrope ainsi réalisé 
se traduit par un doublement du pool de follicules de 1-2 mm. Chez les 
femelles ainsi prétraitées, le traitement gonadotrope a dû subir quelques 
adaptations : 

1) la stimulation doit être renforcée : une dose totale de 32 à 
40 unités Armour en 8 injections est nécessaire, 

2) le pic préovulatoire de LH endogène est supprimé : il faut donc 
administrer un facteur de type LH (3 à 5 mg de pLH ou 700 à 1000 IU 
de hCG en intraveineuse environ 6 heures après le début de l'oestrus) 
pour déclencher les ovulations. 

Les résultats sont alors les suivants (Tableau 1 2 ; BREBION et al., 

1992) : 

1) le nombre moyen d'ovulations est augmenté (19 vs 10 corps 
jaunes) non par une élévation des maxima mais par une quasi-élimination 
des non-réponses (réponses minimum de l'ordre de 10 corps jaunes), 

2) les oestrus apparaissent très groupés (80 % des venues entre 
16 et 24 heures après l'arrêt du traitement progestagène) facilitant 
d'autant la réalisation de l'insémination dans les meilleures conditions 
(voir ce chapitre), 

3) le nombre d'embryons utilisables est doublé (10 par donneuse 
traitée), les taux de récupération et de qualité des embryons n'étant pas 
diminués par rapport au témoin. 
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TABLEAU 12 : Effet d'un prétraitement de 1 1 jours, par un antagoniste 
de GnRH-A chez la brebis Lacaune sur l'ovaire et la superovulation 
(BREBION et al., 1992) 



GnRH-A (n = 14) 

Témoins (n = 1 3) 

Nb follicules de 1-2 mm 1 
de diamètre 

24,7 

12,5 

Nb ovulations J 

19,2 ± 3,4 

9,9 ± 1.6 

Nb embryons collectés (et %) 

13,1 (67,5 %) 

6.7 (66 %) 

Nb embryons transférables (et %) 

10,6 (81 %) 

6.1 (92 %) 


1 : Avant FSH 

2 : Après FSH 

(n = ) : Nombre de brebis 


6. 3. 1.5 - Facteurs de variation de la superovulation 

Indépendamment de la méthode de stimulation ovarienne utilisée, 
plusieurs paramètres ont un effet sur la réussite de l'induction de la 
superovulation. 

L'individu 


La distribution des donneuses en fonction du nombre d’ovulations 
est présentée pour les espèces ovines et caprines à la figure 9. Elle 
montre une importante variabilité de la réponse au traitement selon les 
individus (BREBION et al., 1992). Des travaux réalisés chez les bovins 
(MONNIAUX étal., 1983), chez les ovins (DRIANCOURT, 1987; 
McMILLAN et al., 1 99 1 ) et les caprins (BARIL et VALLET, 1 990 résultats 
non publiés) ont mis en évidence une étroite relation entre l'état ovarien 
avant traitement et la réponse à l'induction de la superovulation. Pour ces 
espèces, il existe en effet une corrélation positive élevée {= +0,70) 
entre le nombre de petits follicules (diamètre 1 à 2 mm) avant traitement 
de superovulation et le nombre de corps jaunes observés suite à ce 
traitement. La majeure partie de la variabilité de la réponse ovulatoire au 
traitement gonadotrope est donc attribuable à l'état ovarien. Cette 
observation a ainsi conduit à la mise au point chez les ovins, du 
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prétraitement décrit ci-dessus permettant d'accroître le nombre de petits 
follicules avant le début de la stimulation ovarienne (BREBION and 
COGNIE, 1989). 



Mon*»» tfwutttons NomOr» tfovUMons 


Figure 9. Répartition des femelles en fonction du nombre 
d’ovulations; brebis: après 20mg de FSH 
(n=1 98), chèvre: après 16mg de FSH (n=226). 
(BREBION et al.. 1992) 
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La race (Tableau 13) 

Plusieurs études ont montré pour les caprins et les ovins, des 
différences de réponse au traitement de superovulation en fonction de la 
race. Après un même traitement pFSH, le nombre moyen d'ovulations 
chez les chèvres Angoras est inférieur à celui observé chez les chèvres 
de race Cashmere (RITAR et al., 1 988), Saânen (TERVIT et al., 1 984) et 
Alpine (BARIL et al., 1 989). Pour la brebis Romney Marsh, AMSTRONG 
et EVANS (1 983) constatent une plus faible réponse au traitement pFSH 
que pour la brebis Mérinos. Suite à l'administration de 16 mg de FSH 
porcine, la réponse ovulatoire des brebis de race Lacaune est inférieure 
à celle des brebis prolifiques Romanov x Préalpes (TORRES et a!., 1 984). 


TABLEAU 1 3 : Effet de la race sur la réponse ovulatoire au traitement de 
stimulation ovarienne 


Espèce 

Race 

nb. ovulations 

Auteurs 



/donneuse 



Angora 

9,9 


Caprine 

Cashmere 

21.4 

RITAR et al.. 1988 


Romney Marsh 

8,2 ± 2,0 


Ovine 

Mérinos 

16,6 ± 3,7 

ARSMTRONG and EVANS, 1983 


Lacaune 

12 ±1,5 


Ovine 

Romanov x Préalpes 

19,5 ± 2,6 

TORRES et al.. 1984 


La saison 


Chez les brebis laitières de race Lacaune traitées avec pFSH en 
période d'anoestrus saisonnier, le nombre moyen d'ovulations par femelle 
est inférieur à celui obtenu pendant la saison de reproduction (8,4 ± 1 ,3 
vs 11,2 ± 1,4 ; TORRES et al., 1984). Pour les chèvres de race Alpine 
et Saânen, la saison n'a pas d'effet sur le nombre d'ovulations (BARIL et 
VALLET, 1990b), mais la qualité des ovocytes apparaît cependant 
inférieure en contre saison. Une étude a en effet montré que le taux 
d'embryons dégénérés observés au moment de la collecte est plus élevé 
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en contre saison qu'en saison (20.0 vs 11,5 %) pour des chèvres ayant 
toutes été inséminées â partir de semences congelées durant la saison de 
reproduction (BARIL and VALLET, 1990a). 

L'alimentation 


L'administration d'un traitement de superovulation à des brebis 
recevant une ration alimentaire insuffisante peut conduire à la lutéolyse 
prématurée des corps jaunes chez près de la moitié des animaux 
(JABBOUR et al.. 1991). Cette lutéolyse prématurée se traduit par une 
diminution brutale de la progestéronémie (BORQUE étal., 1993) et la 
production d’embryons dans ce cas est très faible. Bien que ce 
phénomène soit plus fréquemment observé chez les caprins, il est décrit 
pour plusieurs races ovines et caprines, tant durant la saison qu'en 
dehors de la saison de reproduction (% de chèvres Alpines et Saânens 
présentant une lutéolyse prématurée : saison 11,4 % ; contre-saison 
7,8 % ; BARIL et al., 1989). Chez les brebis recevant une alimentation 
à faible valeur énergétique, l'administration de grains de lupin en 
complément de la ration de base (de la pose de l'éponge au jour de la 
collecte) entraîne une diminution importante de la lutéolyse prématurée 
(sans supplémentation : 44 %, avec supplémentation : 2 % ; JABBOUR 
et al., 1991). Toutefois, ce phénomène n'est sans doute pas seulement 
assimilable à une mauvaise alimentation. 

La régression prématurée des corps jaunes implique sans doute 
une sécrétion prématurée de PgF2o, puisque l'administration 
biquotidienne d'un inhibiteur de la synthèse des prostaglandines 
(Flunixine méglumine 2,2 mg/kg/femelle de J2 au jour de la collecte) 
diminue la fréquence d'apparition du phénomène de régression des corps 
jaunes chez les chèvres donneuses (BATTYE étal., 1988; GILBERT 
et al., 1 990). Ce traitement n'entraîne pas cependant d'amélioration des 
taux d'oeufs collectés et d'embryons de bonne qualité (GILBERT et al., 
1990), son utilisation ne peut donc être préconisée. 

6. 3. 1.6 - Conclusion 

Si en raison du nombre d'injections nécessaires, le traitement par 
FSH apparaît parfois lourd à mettre en oeuvre, il est néanmoins 
recommandé pour induire avec succès la superovulation chez les petits 
ruminants domestiques. Dans le cadre de la production d'embryons chez 
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les caprins et les ovins, la quasi totalité des travaux réalisés montre en 
effet, que la production d'embryons après traitement FSH est supérieure 
à celle obtenue après administration de PMSG (Tableau 14 ; TSUNODA 
and SUGIE, 1989 ; ARMSTRONG and EVANS, 1983). 


TABLEAU 14 : Nombres moyens d'ovulations et d'embryons récoltés par 
donneuse après induction de la superovulation avec PMSG ou FSH 
porcine 


Espèce 

Caprine' 

Ovine 2 


Gonadotrophine 

PMSG 

pFSH 

PMSG 

pFSH 

Nb femelles 

31 

51 

13 

19 

Nb ovulations 

10,0 ± 4,5 

16,2 ± 7,8 

7,7 ± 1,4 

8,4 ± 0,9 

Nb d'embryons 
récoltés 

5,7 ± 4,4 

9,4 ± 5,6 

3,5 ± 1,6 

5,3 ± 0,5 


Auteurs TSUNODA and SUGIE, 1989 ARMSTRONG and EVANS, 1983 


1 : Moyenne ± sd pour l'espèce caprine 

2 : Moyenne ± sem pour l'espèce ovine 

6.3.2 - Induction de l'oestrus et de l’ovulation chez les 
receveuses 

La programmation de l'oestrus des receveuses est en général 
effectuée par un traitement progestatif identique à celui utilisé chez les 
donneuses. Lorsque le transfert est pratiqué sans délai, le traitement 
progestatif des donneuses et receveuses débute au même moment, afin 
qu'elles soient au même stade physiologique au moment de la 
transplantation embryonnaire. 

Une injection de PMSG est généralement associée à la fin du 
traitement progestatif ; le moment précis d'injection varie depuis 
48 heures avant (chèvre) jusqu'au retrait du support de progestagène 
(brebis). L'injection de PMSG effectuée avant le retrait ne modifie pas le 
degré de synchronisation des ovulations, mais elle en avance le moment 
par rapport à l'injection faite à l'arrêt du traitement progestatif 
(Tableau 1 5 ; RITAR et al., 1 989 ; EPPLESTON et al., 1991). Quand pour 
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la chèvre receveuse, l'injection a lieu 48 heures avant le retrait de 
l'éponge, le moment de l’ovulation par rapport à la fin du traitement est 
observé près de 12 heures plus tôt que chez les donneuses recevant le 
même traitement progestatif associé â pFSH. Dans ce cas, il est donc 
souhaitable pour les receveuses, de retarder la fin du traitement 
progestatif d'environ 12 heures par rapport aux donneuses recevant un 
traitement progestatif associé à pFSH. 

TABLEAU 1 5 : Moments de l’ovulation après traitement progestatif chez 
la chèvre Cashmere, en relation avec le moment de l'injection de PMSG 
(RITAR et al.. 1989). 


Moment de l'Injection 
de PMSG par rapport 
au retrait de l'éponge 


Nb de chèvres % de chèvres ayant ovulé par rapport 

traitées à la fin du traitement progestatif 

35h 40 h 45h 50h 55h 65-75h 


Oh 22 // 55 77 95 100 

- 48 h 22 32 55 95 / / 100 


/ : pas d'observations 

En revanche, chez la brebis receveuse, l'injection de PMSG est 
pratiquée habituellement au retrait de l'éponge vaginale. Ces femelles 
viennent en chaleur en moyenne 36 heures plus tard avec un retard de 
12 heures par rapport aux donneuses traitées avec pFSH. Pour mieux 
synchroniser les stades des donneuses et receveuses, il convient donc, 
chez la brebis, d'arrêter le traitement progestatif des receveuses avec une 
avance de 12 heures par rapport à celui des donneuses. 

La quantité de PMSG administrée varie selon plusieurs critères, 
tant chez la brebis que chez la chèvre. Des travaux ont en effet montré 
que la quantité de PMSG doit être adaptée à la saison à laquelle le 
traitement est effectué, mais aussi à la race des femelles, ainsi qu'à leur 
état physiologique et à leur production laitière (COGNIE et al., 1980 ; 
LEBOEUF, 1989). Les doses présentées au tableau 16 sont celles 
utilisées dans les élevages ovins et caprins français. En conséquence, les 
doses ici préconisées ne sont pas indiquées pour l'ensemble des races 
ovines et caprines. Ouand la quantité de PMSG à administrer pour une 
race, ou pour des femelles placées dans des conditions d'élevage 
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particulières n'est pas connue, une étude doit être mise en oeuvre afin de 
déterminer la dose optimum. En effet, si l’utilisation de 600 Ul de PMSG 
par chèvre Alpine ou Saânen en lactation permet d'induire l'ovulation en 
période d'anoestrus saisonnier, cette même dose administrée à des 
chèvres utilisées pour la production de viande (chèvres Créoles de 
Guadeloupe, chèvres S.R.D. du Nord Est du Brésil ou chèvres Pashmina 
en Inde (MAHMOOD et al., 1991 )) peut provoquer la superovulation chez 
la plupart d’entre elles. 

TABLEAU 16 : Doses de PMSG utilisées dans les élevages français lors 
du traitement progestatif avec éponge vaginale 

a) Brebis (COGNIE et al., 1980) 


Etat Physiologique Saison de reproduction’ Contre-saison 


Brebis sèches 400-500 500-600 

Brebis en lactation 2 550-600 600-650 

Agnelles (8-1 2 mois) 400-500 450-500 


1 : La dose de PMSG est modifiée selon la race (par exemple, la dose est réduite de 1 00 Ul 
pour les femelles Fl croisées Romanov) 

2 : L'intervalle entre la mise-bas et la mise à la reproduction est de 45 jours en automne et 
60 jours au printemps. L'injection de PMSG a lieu au retrait de l'éponge vaginale dont la 
durée de mise en place est de 1 2 à 1 4 jours 

b) Chèvres (LEBOEUF, 1989) 


Etat Physiologique 

Production latiere 

Avril au 1 5 Juin 

Après le 1 5 Juin 

Primipares 

£3,5 kg 

500 

400 

et multipares 

>3,5 kg 

600 

500 

Nullipares (7-12 mois) 


300 

250 


L'injection de PMSG a lieu 48 heures avant le retrait de l'éponge vaginale dont la durée de 
mise en place est de 1 0 à 1 2 jours 
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6.3.3 - Synchronisation des ovulations chez les donneuses 

Les femelles dont l'oestrus débute précocement après la fin du 
traitement présentent une réponse ovulatoire supérieure à celle des 
femelles dont l'oestrus apparait plus tardivement (Figure 10 ; BREBION 
et BARIL, résultats non publiés). 



16h 20h 


24h 


28h 


32h 


36h 40h 44h 48h 


Intervalle retrait éponge-dcbut oeslrus 

Figore 10 Relation entre le début de l'oestras et le nombre fl 'ovulations cfter les brebis 
de race lacaune et les chèires de race Alpine ou Saaien après traitement 
p F SH d'mflatiion de la s uper o » o I a 1 1 o n 


En raison de la variabilité de la réponse au traitement de 
superovulation (Figure 9), cette relation conduit par conséquent à un 
étalement du début des oestrus (Figure 1 1 ; BREBION et BARIL, résultats 
non publiés) : chez la brebis Lacaune, environ 85 % des donneuses 
traitées avec 20 mg pFSH viennent en oestrus entre 16 et 28 heures 
après le retrait de l'éponge, chez la chèvre laitière donneuse, les venues 
en oestrus s'étalent sur plus de 24 heures. Par ailleurs, l'intervalle entre 
le début de l'oestrus et le pic préovulatoire de LH n'est pas constant. Il 
est de 7,8 ± 3,0 heures chez la brebis Préalpes (COGNIE et al., 1987) 
et il varie plus largement chez la chèvre laitière : 11,2 ± 5,6 heures 
(moyenne ± écart type) (Figure 12 ; BARIL et VALLET, résultats non 
publiés). 
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1 I Brebis L a c a u n e traitées aret ? Q m g 
pFSH, n = 6 Q (BREBION résultats non 
publiés) 

H Ctéires Alpine et Saanen traitées 
pour la lere fois avec t G m g de 
pFSH, n = 1 8 3 {BARIL ET VALLET 
résultats «on pab I i és ) 


Intervalles retrait éponge — début oestrus (h) 

Figure 11. Distribution des ehèires et brebis selon le moment d’observat ion 
di débat de I oestrus après traitement pFSH 


^ Brebis Préalpes traitées aiec 
1 € m g de pFSH. n = 1 7 (COGNIE 
et al . 1387 ) 

flÜ Chèires Alpine et Saanen traitées 
avec 1 G m g de pFSH, n = 54 (BARIL 
et VALLET résultats non publiés] 


Intervalles début oestrus - pic préovulotoire de LH (h) 

Figure 17. Distribution des chèvres et brebis selon I ‘ interval le entre le débit 
de l'oeslrus et le pic p réor u I a t o i r e de LH 


Copyrighted material 






Transplantation Embryonnaire chez la brebis et la chèvre 


57 


En revanche, l'intervalle entre le pic de LH et le début des 
ovulations est pratiquement constant et voisin de 22 heures dans les 
deux espèces. La conséquence directe des variabilités associées du 
moment d'apparition de l’oestrus et de l'intervalle entre le début de 
l'oestrus et le pic de LH, est un étalement important des ovulations, en 
particulier chez la chèvre (Figure 13 ; BARIL and VALLET, 1990b). 



Moments d’observotion optes le retroit de l'éponge (h) 


figure 13- Distribution des ovulations par rapport au retrait de I éponge chez des 
chèvres de race Alpine traitées avec 16mg de pfSH (?0 chèvres) 


(BARIL *1 VALLET 1990b) 


La distribution des moments d'ovulation est un facteur important 
à considérer pour déterminer les conditions optimales d'insémination. Si 
les donneuses sont inséminées à un moment constant par rapport à la fin 
du traitement, l'insémination artificielle ne peut être réalisée au moment 
optimum par rapport à l'ovulation pour l'ensemble des animaux, 
conduisant à un taux de fécondation des ovocytes variable et souvent 
faible. L'étalement des ovulations est ainsi un facteur limitant de la 
production d'embryons. 

Par ailleurs, la variabilité du moment de l'ovulation est aussi 
observée chez les receveuses et constitue ainsi une difficulté 
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supplémentaire ; la synchronisation des stades physiologiques des 
embryons et des receveuses au moment du transfert d'embryons en est 
d'autant moins parfaite. 

Afin de réduire l'étalement des ovulations, l'administration de 
GnRH à un moment constant par rapport à la fin du traitement progestatif 
a été testée. Le moment optimum de l'injection de GnRH reste cependant 
difficile à préciser, en raison même de la variabilité de la réponse au 
traitement. Si la GnRH est administrée précocement, soit en avance par 
rapport à la majorité des pics de LH endogène (24 heures après le retrait 
de l'éponge), la synchronisation des ovulations est améliorée, mais la 
décharge prématurée de LH consécutive à cette injection peut affecter le 
développement et la maturation folliculaire lorsque l'avance par rapport 
au pic de LH endogène est excessive (JABBOUR et al., 1991). Si par 
contre, l'injection de GnRH est faite plus tardivement, elle a alors lieu 
après le pic endogène de LH chez certaines femelles (oestrus précoces) 
et dans ce cas elle n'améliore pas de façon significative la 
synchronisation des ovulations. 

Pour ces raisons, l'utilisation de GnRH pour améliorer l'efficacité 
de la production et du transfert d'embryons apparaît difficile à mettre en 
oeuvre. 


6.3.4 - Conclusions - Recommandations 

Par delà la diversité des méthodes permettant d'augmenter le 
nombre d'ovulations, on peut dégager les principes d’une stimulation 
optimale : 

- la superovulation est induite à la fin d'un traitement 
progestagène de synchronisation de l'oestrus, efficace tant en période de 
reproduction que durant l'anoestrus saisonnier, 

- la durée de la stimulation est voisine de celle de la croissance 
folliculaire terminale (3 jours), 

- la dose totale de FSH découle de la connaissance de la courbe 
(dose, réponse) : c'est la dose au delà de laquelle la réponse ovulatoire 
et le nombre d'embryons transférables par donneuse ne sont plus 
augmentées (en général 16 à 20 unités Armour), 

- l'activité FSH doit prédominer sur la LH contaminante en début 
de traitement, conditionnant la qualité de l'ovulation, 

- l'activité LH doit être augmentée en fin de traitement, 
conditionnant le taux d'ovulation. 
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Autour de ces généralités, les paramètres précis de la stimulation 
idéale (nombre d'injections, doses totales et partielles, décroissance de 
FSH, apport de LH) varient largement avec le génotype de la donneuse. 

A titre d'exemple, les traitements utilisant la FSH porcine 
proposés pour les races laitières françaises ovines et caprines (Figure 8 ; 
BREBION étal., 1992) permettent d'obtenir 11 et 14 ovulations de 
moyenne, respectivement, avec 20 % et 10 % de réponses inférieures 
à 5 corps jaunes. 

A titre indicatif, le coût total de tels traitements est de l'ordre de 
150-225 FF. Chez la brebis, la variabilité de la réponse ovulatoire peut 
être réduite et la réponse moyenne augmentée par élimination des faibles 
réponses, si un prétraitement antigonadotrope de préparation de l'ovaire 
est pratiqué (administration continue d’un agoniste de GnRH) (BREBION 
and COGNIE, 1989). 
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7 - La détection de l'oestrus 


7.1 - Intérêt 

La connaissance du moment de début de l'oestrus est nécessaire 
pour choisir le moment d'insémination des donneuses d'une part, et pour 
estimer le moment d'ovulation des receveuses d'autre part. 

Chez les donneuses, la variabilité du moment des ovulations est 
un facteur limitant du taux de fécondation, particulièrement critique dans 
le cas d'utilisation de semence congelée. L'insémination réalisée "à la 
carte" en fonction du début de l'oestrus permet chez la chèvre 
d'améliorer le taux de fécondation moyen comparé à l'insémination faite 
à un moment constant par rapport à l'arrêt du traitement (VALLET and 
BARIL, 1990). Chez la brebis, la production d'embryons utilisables est 
ainsi augmentée de 10 % (Tableau 17 ; BREBION et al., 1992). 


TABLEAU 17 : Pourcentage d'embryons transférables obtenus chez des 
brebis Lacaune superovulées avec 20 mg de pFSH et inséminées in utero, 
selon le moment d'insémination artificielle 1 (BREBION et al., 1992) 


Moment d'insémination 

% embryons transférables 2 

49 h après retrait de l'éponge 

77 

32 h après le début de l'oestrus 

87 


1 : Insémination réalisée avec 80 xi O 6 spermatozoïdes conservés à 
+ 1 5°C 

2 : Embryons transférables/embryons collectés x 100 
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Chez les receveuses, l'observation du début de l'oestrus apparaît 
comme une étape à ne pas négliger, si l'on recherche le meilleur 
synchronisme possible entre les cycles des donneuses et des receveuses 
au moment de la transplantation embryonnaire (voir : "Facteurs de 
réussite du transfert"). 

7.2 - Conditions de la détection de l'oestrus 

Le critère de début d'oestrus généralement retenu est 
l'acceptation du chevauchement par le mâle (réceptivité). Plusieurs autres 
critères comportementaux, surtout chez la chèvre, peuvent aussi être pris 
en considération pour faciliter la détection des chaleurs. Durant l'oestrus, 
les femelles tournent autour du mâle et agitent la queue à son approche. 
La vulve est congestionnée et peut présenter un écoulement de mucus 
translucide. Le comportement d'oestrus chez la brebis est plus discret 
que chez la chèvre qui au cours de cette période s'alimente moins, bêle 
fréquemment et chevauche ses congénères. 


PHOTO 9 : Bouc entier muni d'un tablier pour la détection de l'oestrus 
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Pour déterminer le début de l'oestrus {acceptation du 
chevauchement), un mâle vasectomisé ou un mâle entier muni d'un 
tablier (Photo 9) est mis en présence des femelles avec un intervalle de 
4 à 6 heures de la 20ôme à la 60ème heure après la fin du traitement 
progestatif. 

7.2.1 - Recommandations 

L'insuffisance de la libido du mâle peut être un facteur limitant 
l'efficacité de la détection de l'oestrus, aussi, le choix et la préparation 
du mâle à utiliser ne doivent pas être négligés. 
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8 - La fécondation des femelles donneuses 


La maîtrise de la fécondation des ovocytes résultant de l’induction 
de superovulation est un point clé déterminant de la production in vivo 
d'embryons de qualité. La fécondation des donneuses peut être obtenue 
soit par saillie naturelle, en monte libre ou contrôlée, soit par insémination 
artificielle, la semence fraîche ou congelée pouvant être mise en place par 
voie cervicale ou directement in utero sous contrôle laparoscopique. 

8.1 - SELECTION ET PREPARATION DES MALES 

Dans tous les cas, il est particulièrement important de disposer de 
mâles dont la fertilité est élevée. Comme pour les mâles utilisés en 
insémination artificielle, on respectera au mieux les conditions d'élevage, 
d'alimentation et d'entraînement connues pour favoriser la libido et la 
production de semence (CHEMINEAU et al.. 1991). De plus avant toute 
utilisation d'un mâle ainsi sélectionné et préparé, la qualité de la semence 
doit être systématiquement contrôlée selon les critères retenus 
concernant l'insémination artificielle (CHEMINEAU et ai., 1991). 

Dans le cas de fécondation par saillie naturelle, les mâles retenus 
devront présenter une aptitude suffisante à réaliser des saillies répétées. 

Dans le cas d'insémination artificielle, l'aptitude des mâles à 
éjaculer dans un vagin artificiel et la quantité de semence produite seront 
plus particulièrement recherchées. 

8.2 - SAILLIE NATURELLE 

L'utilisation de la saillie naturelle dans le cadre des productions 
d'embryons est limitée du fait de la répartition géographique des mâles 
de haute valeur génétique, ces derniers étant plus souvent concentrés 
dans les centres d'insémination artificielle que répartis dans les élevages. 
Néanmoins, lorsque le contexte permet d'y recourir, la saillie peut 
s'avérer une méthode satisfaisante pour la fécondation des donneuses 
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d'embryons. 

En monte libre, mâles et femelles sont laissés en présence 
pendant la période estimée des chaleurs, à raison d'un mâle pour 3- 
4 femelles. Le mâle peut être équipé d'un harnais marqueur pour 
identification des femelles saillies. 


Nombre de saillies 
par 10 min 



Figure 13. Variations saisonnières du nombre de saillies 

par 10 minutes chez des boucs de race Alpine 
(Rouger Y. 1974) 


En monte dirigée, le mâle n est présenté aux femelles que pour la 
réalisation de saillies contrôlées à des moments précisément choisis. 
Chaque femelle doit être saillie au moins 2 fois à 12 heures d'intervalle 
pendant l'oestrus. Les moments de saillie les plus efficaces sont sans 
doute situés entre 12 et 24 heures après le début de l'oestrus. La monte 
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dirigée permet une utilisation plus rationnelle du mâle, en évitant surtout 
les saillies inefficaces au tout début de l'oestrus. 

La saillie réalisée dans de bonnes conditions produit fréquemment 
plus de 80 % d'oeufs divisés. Toutefois, le résultat est fortement 
tributaire de la condition physiologique des mâles disponibles, notamment 
par rapport à la saison. Chez les caprins, en dehors de la saison de 
reproduction, le pourcentage d'oeufs divisés peut être diminué (contre- 
saison 75 % vs saison 88 % ; BARIL and VALLET, 1990a). A cette 
période, certains boucs manifestent une insuffisance de la libido 
(Figure 14 ; ROUGER, 1974) associée à une faible fécondance du 
sperme, qui peuvent constituer un obstacle sérieux à l'utilisation de ce 
mode de fécondation. 

8.3 - L'INSÉMINATION ARTIFICIELLE 

La fécondation des donneuses fait le plus souvent appel aux 
techniques de l'insémination artificielle, permettant de valoriser la 
semence des mâles dont la valeur génétique est connue. Comparé au cas 
classique de l'insémination de femelles synchronisées, les conditions de 
réalisation de l'insémination des donneuses fortement superovulées 
doivent être encore mieux contrôlées. 

En effet, il est clairement démontré que le transport et la survie 
des spermatozoïdes dans les voies femelles sont perturbés après 
traitement progestatif et/ou de prostaglandines associés et à l'induction 
de la superovulation (EVANS and ARMSTRONG, 1984). 

8.3.1 - LT. A. cervicale (Photo 10) 

L'efficacité de l’I.A. exo ou endocervicale chez les petits 
ruminants superovulés est sensiblement diminuée comparée au cas 
d'animaux témoins non superovulés. Le taux d'oeufs divisés obtenus par 
cette méthode est souvent insuffisant et inférieur à celui obtenu après 
saillie (Tableau 18; BARIL étal., 1989; MOORE and EPPLESTON, 
1979 ; ARMSTRONG and EVANS, 1984). 
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TABLEAU 1 8: Pourcentage d'oeufs divisés chez les femelles superovulées 
après saillie ou IA cervicale 


Méthode de fécondation Auteurs 


Espèce 

Race 

Saillie 

I.A. cervicale 


Caprine 

Alpine et 
Saânen 

71,0 

(49) 

60,0 2 
(120) 

BARIL et al.. 1989 
résultats non publiés 

Caprine 

Angora 

88,0 

(38) 

32,0 ' 
(13) 

MOORE and EPPLESTON, 1979 

Ovine 

Sufflok 
White Face 

96,0 

(5) 

82,0 ’ 
(11) 

ARMSTRONG and EVANS, 1 984 


10,0 2 

( 11 ) 


(): Nombre de femelles 

1: Sperme frais; 2: Sperme congelé 


PHOTO 10 :Réalisation 
de N. A. cervicale chez 
la chèvre 
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De plus, le taux de fécondation est très dépendant du niveau de la 
réponse ovulatoire au traitement de stimulation. Ainsi chez des chèvres 
Alpines ou Saânens, le taux d'oeufs fécondés est le plus faible chez 
celles dont la réponse ovulatoire est la plus élevée {>15 corps jaunes : 
49 % vs < 1 5 corps jaunes : 66 % ; BARIL et al., 1 989). De même, chez 
des brebis Lacaune superovulées inséminées 2 fois à 48 et 60 heures 
après le retrait de l'éponge vaginale, le taux de fécondation des oeufs est 
de 78 % pour les femelles ayant moins de 10 corps jaunes contre 61 % 
pour celles ayant plus de 13 corps jaunes (BREBION, résultats non 
publiés). 

Le taux de fécondation par I.A. cervicale n'est pas amélioré par 
l'augmentation du nombre d’inséminations ou du nombre de 
spermatozoïdes mis en place par insémination (Tableau 19 ; VALLET 
et al., 1991 ; BREBION et al.. 1992). 

TABLEAU 1 9: Pourcentage d’oeufs divisés chez la brebis et la chèvre en 
fonction du nombre d'inséminations cervicales (I.A.) réalisées et du 
nombre de spermatozoïdes mis en place par femelle 


Nombre d’I. A. /femelle 
2 I.A. 3 I.A. 


Espèce 

10° spz 
par femelle 

% oeufs 
divisés 

10° spz % 
par femelle 

oeufs 

divisés 

Auteurs 

Caprine’ 

0,4 

56 

0.6 

49 

VALLET étal., 1991 

Ovine 1 

0,8 

77 

1,2 

68 

BREBION étal., 1992 


1: Spermatozoïdes conservés à -196°C 
2: Spermatozoïdes conservés à + 15°C 

L'environnement utérin défavorable à la remontée et à la survie 
des spermatozoïdes depuis l'entrée du cervix conduit à ne pas 
recommander l'insémination par voie cervicale pour la fécondation des 
brebis et chèvres donneuses d'embryons. 
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8.3.2 - L'I.A. intra-utérine sous contrôle endoscopique 
(Photo 1 1 ) 

Afin de pallier aux difficultés de transport des spermatozoïdes, 
l'insémination artificielle chez les donneuses est le plus souvent réalisée 
in utero sous contrôle laparoscopique. Les spermatozoïdes sont ainsi 
placés plus près du site de fécondation. Quelle que soit l'espèce et la 
méthode de conservation de la semence, le pourcentage d’oeufs divisés 
après I.A. intra-utérine est supérieur à celui obtenu par I.A. cervicale 
(Tableau 20 ; BREBION et al., 1988 ; MOORE and EPPPLESTON, 1979). 
De plus, le taux de fécondation obtenu par cette méthode, chez la brebis 
Lacaune, ne diminue pas avec l'augmentation des réponses ovulatoires 
(Figure 15 ; BREBION, résultats non publiés). 

PHOTO 11 : Réalisation 
de l'I. A. intra-utérine 
sous contrôle 
endoscopique 
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TABLEAU 20: Pourcentage d'oeufs divisés selon la technique 

d'insémination artificielle (I.A.) utilisée 


Techniques d'I.A. 


Espèce 

LA. par voie 
cervicale 

LA. intra-utérine 
sous contrôle 
laparoscopique 

Auteurs 

Brebis 

77 %’ 

93 % 2 

BREBION étal., 1988 


(17) 

(17) 


Chèvre 

32 % 

65 % 

MOORE and EPPLESTON, 


(13) 

(26) 

1979 


0: Nombre de femelles 
1 : 2 x 400 x 1 06spermatozoïdes/brebis 
2: 1 x 80 x 1 06spermatozoïdes/brebis 

Cette méthode de fécondation permet par ailleurs d'utiliser un 
plus faible nombre de spermatozoïdes que dans le cas de l'insémination 
artificielle par voie cervicale (Tableau 21 ; BREBION et al., 1 992 ; BARIL 
état., 1989 ; VALLET and BARIL, 1990). 

TABLEAU 21: Nombre de spermatozoïdes (x 10 9 ) utilisés par femelle 
donneuse selon la méthode d'insémination artificielle 




IA 



IA 

intra-utérine 



cervicale 

sous contrôle 


Espèce 


laparoscopique 

Auteurs 

Brebis 

800 

80 

BREBION et al., 1992 

Chèvre 

400-600' 

100 2 

2: BARIL et al., 1989 
2: VALLET and BARIL, 1990a 


spermatozoïdes conservés à +15°C (brebis) ou à -196°C (chèvre) 
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En pratique, l'I.A. intra-utérine a lieu 48 à 60 heures après la fin 
du traitement progestatif. Cependant, en raison de la variabilité du début 
de l'oestrus et donc de l'ovulation par rapport à la fin du traitement 
(BARIL and VALLET, 1990b), des travaux ont montré qu'il était 
préférable d'inséminer les chèvres par rapport à l'oestrus observé, le 
moment optimum se situant 20 à 24 heures après le début de l'oestrus 
(Tableau 22 ; VALLET and BARIL, 1990). 

TABLEAU 22: Pourcentage d'oeufs divisés et nombre moyen d'embryons 
transférables en fonction de l'intervalle entre le début de l'oestrus et 
l'insémination artificielle 1 (VALLET and BARIL, 1990a) 


Oestrus-IA (heures) 



<12 

14-18 

20-24 

26-30 

>32 

% d'oeufs divisés 

22,0 

57,2 

78,3 

57,2 

29,6 

Nombre moyen 
d'embryons par chèvre 

0,6 

3,0 

6,4 

4,4 

3,2 

Nombre de chèvres 

8 

22 

61 

33 

1 1 


1: Insémination intra-utérine sous contrôle endoscopique; 100 x 10 e 
spermatozoïdes congelés/femelle 

Chez la brebis inséminée in utero avec 80 x 1 0® spermatozoïdes 
conservés à +15°C, la qualité embryonnaire est plus élevée si l'I.A. 
intra-utérine est pratiquée à la carte, 26 heures après le pic de LH qui 
peut être détecté rapidement à l'aide d'un kit ELISA (Brevet INRA-CNRS 
n° PCT/FR91 /00427) (MAUREL, 1991) soit 2 à 6 heures après 
l'ovulation ou 32 heures après le début des chaleurs (87 % d'embryons 
viables) que si elle est pratiquée pour l’ensemble des animaux 49 heures 
après le retrait de l'éponge (77 % d'embryons viables) (BREBION et al., 
1992). 

Cependant, comme chez la chèvre, en cas d'utilisation de 
semence congelée, il semble préférable d’effectuer la mise en place 
in utero six heures avant le début des ovulations (WALKER et a!., 
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1989a). 

TABLEAU 23: Effet du moment de N. A. chez la brebis donneuse sur le 
pourcentage d'oeufs divisés selon la méthode de conservation de la 
semence (EVANS et a!., 1986) 


Mode de conservation Moment de 

Nombre de 

Pourcentage 

de la semence 

l'I. A. 1 

brebis . 

d'oeufs divisés 

Fraiche 

24 

7 

60,0 

( + 1 5°C) 

44 

8 

93,7 


64 

6 

87,8 


TOTAL 

21 

80,6 

Congelée 

24 

6 

46,1 

(-1 96°C) 

44 

9 

98,2 


64 

10 

26,1 


TOTAL 

25 

55,4 


1 : Heures après le retrait de l'éponge 

Chaque femelle a été inséminée avec 100 x 10 8 spermatozoïdes 
mobiles, déposés inutéro sous contrôle laparoscopique. 

Le pourcentage d'oeufs divisés après insémination in utero à partir 
de semence congelée reste souvent plus faible qu'après utilisation de 
semence fraîche, et surtout diminue de façon importante si l’I.A. n'est 
pas réalisée au moment optimum (Tableau 23 ; EVANS et al., 1986). La 
plus courte durée de survie des spermatozoïdes après dégel, associée à 
l'insuffisance de la maîtrise du moment de l'ovulation constitue un 
facteur limitant l'utilisation de la semence congelée dans le cadre de la 
production d'embryons, même en cas d’insémination in utero. 
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9 - Collecte des embryons 


9.1 - Principe général de la collecte 

Les embryons sont récoltés par "lavages successifs" des 2 cornes 
utérines. Une solution physiologique adaptée (Tableau 24) est injectée à 
l'une ou l'autre des extrémités de la corne utérine. Le flux créé par 
l'injection de cette solution entraîne les embryons à l'extrémité opposée 
de la corne utérine où ils sont récupérés par un cathéter, avec le milieu 
de collecte. 

La récolte des embryons est réalisée en général le 6ème ou le 
7ème jour après le début de l'oestrus (Jour 0). Cette "fenêtre" de collecte 
relativement courte est la résultante de plusieurs facteurs : 

- le passage des embryons de l'oviducte dans l'utérus a eu lieu à 
partir du 4ème jour, 

- pour des raisons sanitaires, la législation impose que l'embryon 
soit transféré avant sa sortie de la zone pellucide qui peut survenir à 
partir du 8ème jour, 

- la congélation des embryons n'est maîtrisée que pour les 
embryons des stades morula compactée et blastocyste soit les 6ème et 
7ème jour après le début de l'oestrus. 

Une distinction mineure s'impose entre les deux espèces, 
l'évolution de l'embryon ovin étant légèrement plus rapide que celle de 
l'embryon caprin : 

- chez les caprins, la proportion de morulas non compactées au 
6ème jour est encore élevée, il est donc préférable pour cette espèce 
d'effectuer la collecte le 7ème jour si les embryons doivent être congelés. 
Dans le cas contraire, et plus particulièrement chez la chèvre Angora où 
la lutéolyse prématurée est fréquente, la récolte des embryons peut être 
effectuée après lavage des oviductes entre J2 et J4 afin de limiter les 
risques de pertes d'embryons liées à ce phénomène, et d'accroître ainsi 
la production d'embryons, 

- chez les ovins, la sortie du blastocyste de la zone pellucide 
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commence à partir du 7ème jour, pour cette espèce, il est par conséquent 
souhaitable de récolter les embryons le 6ème jour après le début de 
l'oestrus. 

9.2 - MILIEU POUR LA RECOLTE DES EMBRYONS 

La préparation du milieu (Phosphate buffered saline : PBS) pour 
la récolte et la conservation des embryons est présentée au tableau 24. 


TABLEAU 24 : Milieu de récolte et de conservation 
Phosphate buffered saline (P. B. S.) 

des embryons: 

Solution 1 

mg/litre 

Solution 2 

mg/litre 

Cacl2 2H20 

132,5 

Nacl 

8000 

Mgcl2 6H20 

100,0 

Kcl 

200 



KH2P04 

200 



Na2HP04 

1150 



B. S. A. (fraction V) 

4000 



D-glucose 

1000 



Na pyruvate 

36 



Sulfate de streptomycine 

50 



Na pénicilline-G 1 

000 000 U.l. 


Dissoudre les réactifs des solutions 1 (dans 200ml) et 2 (dans 
800ml d'H20 et mélanger ensuite. 

Ajuster le pH à 7,3 

La pression osmotique peut varier entre 290 et 31 Omilliosmoles. 
Stériliser la solution finale par passage sur filtre 0,22//m et 
conserver à + 4°C. 
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L'addition de protéines à cette solution saline est nécessaire à la 
survie des embryons. Elles sont apportées en ajoutant au PBS soit 4 % 
d'albumine sérique bovine (BSA fraction V) soit 10 % de sérum de veau 
foetal, de brebis ou de chèvre. 

Dans le cas de l'emploi de sérum (au lieu de BSA), celui-ci doit 
être au préalable décomplémenté, afin d'inactiver la protéine complément 
qui peut être toxique pour l'embryon. 

Après prélèvement et coagulation du sang, le sérum est prélevé 
puis centrifugé à 2000 g durant 15 minutes. Le surnageant est alors 
pipetté puis de nouveau centrifugé. Suite à la seconde centrifugation, le 
surnageant est récupéré, stérilisé par passage sur filtre de 0,22 //m et 
conditionné dans des tubes stériles. Dans le cadre de la 
commercialisation d'embryons au niveau international, une stérilisation 
complémentaire par irradiation aux rayons gamma est cependant 
recommandée par la Société Internationale de Transfert Embryons 
(I.E. T. S.). Afin d'inactiver la protéine complément, le sérum est chauffé 
à + 56°C durant 30 minutes. Suite à ce traitement, le sérum peut être 
conservé à -20°C durant 1 an. 

9.3 - Les méthodes de récolte des embryons 

En raison de la difficulté de "franchir" le col de l'utérus et de 
l'impossibilité de manipuler les cornes utérines par palpation rectale 
comme chez les bovins et équins, la collecte des embryons par les voies 
génitales naturelles est peu développée chez les petits ruminants. Les 
embryons sont le plus souvent récoltés par laparotomie abdominale 
(collecte chirurgicale) ou sous contrôle endoscopique (collecte par 
endoscopie ou laparoscopie). Quelle que soit la méthode utilisée, le 
matériel est au préalable stérilisé et la collecte doit être réalisée de 
manière aseptique. 

9.3.1 - La collecte par les voies génitales naturelles (collecte 
par voie cervicale) 

Les animaux sont préalablement anesthésiés (voir : "collecte 
chirurgicale") ou reçoivent une injection intraveineuse d'un tranquillisant 
(ex. : Acepromazine), puis ils sont placés sur une table de contention en 
décubitus dorsal. 

Un spéculum muni d'un dispositif d'éclairage est introduit dans 
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le vagin ; l'entrée du col de l'utérus, saisi à l'aide d'une pince 
atraumatique, est positionnée dans la partie antérieure du vagin. 
L'opérateur introduit alors un doigt dans le rectum de l'animal afin de 
guider le passage de la sonde de collecte dans l'orifice du cervix 
(COONROD et al., 1986). Lorsque l'extrémité de la sonde de collecte, 
ayant franchi tous les anneaux du cervix, débouche dans le corps de 
l'utérus, le ballonnet est gonflé d'air à l'aide d'une seringue reliée à la 
sonde, permettant ainsi d'obstruer le corps de l'utérus et d'éviter le 
passage du milieu de collecte vers le vagin. Le milieu de collecte (10 à 
20 ml de PBS) est alors injecté dans l'utérus, puis récupéré à l'aide de la 
sonde de collecte (les deux cornes sont "lavées" simultanément). 
Plusieurs lavages successifs sont pratiqués jusqu'à totaliser 1 00 à 200 ml 
de milieu de collecte par femelle. 


TABLEAU 25: Pourcentage d'oeufs récoltés par voie cervicale chez les 
ovins et caprins 


Espèce 

Nombre de 
femelles 

% d'oeufs collectés 1 

Auteurs 

Ovine 

14 

36,5 

SOONEN et al., 1991a 

Caprine 

26 

52,5 

SOONEN et al., 1991a 

Caprine 

4 

37,0 

HAYS, 1988 

Caprine 

18 

36,9 

FLORES-FOXWORTH 
et al., 1 992 


1: Oeufs récoltés/nombre d'ovulations x 100 


Le taux de récupération des oeufs obtenu par cette méthode est 
en général très faible (Tableau 25 ; SOONEN étal., 1991a; HAYS, 
1988 ; FLORES-FOXWORTH, 1992) et inférieur à celui obtenu par 
laparoscopie ou chirurgie (Tableau 26 ; SOONEN et al., 1991b ; FLORES- 
FOXWORTH et al., 1992). Par ailleurs, la mise en place de la sonde par 
voie cervicale n'est pas toujours réalisable. Chez la brebis, MYLNE et al. 
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(1992) et COONROD et al. (1984) ne réussissent à pratiquer cette 
méthode que chez respectivement 40 et 59 % des femelles. 

TABLEAU 26: Pourcentage d'oeufs récoltés selon la technique 


Espèce 

Transcervicale 

Technique de collocte 
Laparoscopie 

chirurgicale 

Auteurs 

Ovine 

36.5 

I 

51,0 

SOONEN et al.. 1991b 


(14) 


(15) 


Caprine 

36,9 

78,7 

/ 

FLORES-FOXWORTH 


(18) 

(15) 


et al.. 1992 


(): Nombre do femelles soumises à la collecte 


9.3.2 • Préparation des femelles à la collecte chirurgicale ou 
sous contrôle endoscopique 


Dans la perspective d'une anesthésie générale, les femelles sont 
préalablement soumises à une diète alimentaire et hydrique de 24 heures. 
L'anesthésie générale est induite par l'injection intraveineuse (Photo 12) 
de 8 à 10 mg de thiopental sodique par kg de poids vif. 


PHOTO 12 : Induction de 

l'anesthésie par injection 
intraveineuse de thiopental 
sodique 
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L'anesthésie est maintenue après intubation endotrachéale 
(Photo 1 3a-1 3b), par l’inhalation d'un mélange d'halothane et d’oxygène. 

En l'absence du matériel nécessaire à la réalisation d'une 
anesthésie gazeuse, l'anesthésie peut être induite par l'injection 
intramusculaire de xylazine, à raison de 0,11 mg/kg. Dix minutes plus 
tard, une injection intramusculaire de ketamine hydrochloride (5,5 mg/kg) 
permet de maintenir l'anesthésie pour la durée de la collecte 
(PENDLETON et a!.. 1992). 


PHOTOS 13a et 13b : 
Intubation endotrachéale 
permettant le maintien de 
l'anesthésie par inhalation 
d'un mélange d'halothane 
et d'oxygène 
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L'animal anesthésié est placé sur une table de contention en 
décubitus dorsal (Photo 1 4) avec une inclinaison antéro-postérieure de 30 
à 45°. Le champ opératoire est soigneusement rasé, lavé puis désinfecté 
à l'aide d'alcool iodée (Photo 15). 


PHOTO 14 : 

Mise en place de 
la femelle sur la 
table de 
contention 



PHOTO 15 : Préparation 

du champ opératoire 
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9.3.3 - La collecte chirurgicale (laparotomie) 


Une incision de 8 à 10 cm effectuée sur la ligne blanche en avant 
de l'attache de la mamelle (Photo 16), permet d'extérioriser les cornes 
utérines et de dénombrer les corps jaunes présents sur les ovaires 
(Photo 17). 


PHOTO 16 : Incision de 
l'abdomen au niveau de 
la ligne blanche 



PHOTO 17 
Détermination du 
nombre de corps jaunes 
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Dans le cas d'une collecte réalisée 2 à 4 jours après le début de 
l'oestrus . la plupart des embryons sont encore dans l'oviducte. Deux 
techniques peuvent alors être utilisées pour récolter les embryons : 

- un cathéter d'un millimètre de diamètre est introduit d'environ 
2 cm dans la lumière de l'oviducte par le pavillon, puis 4 ml de PBS sont 
injectés afin d'entraîner les embryons dans la corne utérine. Le lavage de 
la corne utérine s'effectue ensuite comme précédemment décrit 
(ARMSTRONG étal., 1983), 

- l'autre méthode consiste à récupérer au niveau du pavillon le 
perfusât injecté à la base de la corne utérine. 

Dans le cas d'une collecte réalisée à J6-J7 . le rinçage de chaque 
corne utérine est réalisé séparément. Une ponction effectuée à la base de 
la corne, au niveau du ligament intercornual permet d'introduire une 
sonde de Folley ou une aiguille émoussée (diamètre 1,5 mm) dans la 
lumière utérine (Photo 18). Selon le matériel utilisé, la lumière utérine à 
la base de la corne est obstruée après avoir gonflé le ballonnet situé à 
l'extrémité de la sonde, ou en comprimant la corne autour de l'aiguille à 
l'aide d'une pince atraumatique. 

PHOTO 18 : 

Ponction au 
niveau de la base 
de la corne 
utérine 
permettant 
l'insertion d'une 
sonde de collecte 
ou d'une aiguille 
de perfusion 
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A l'extrémité opposée de la corne, près de la jonction utéro-tubaire, 
une seconde ponction est réalisée (Photo 1 9), par laquelle un cathéter est 
introduit de 1 à 2 cm dans la lumière utérine et fixé à l'aide d'un clamp 
vasculaire ou d'une pince atraumatique assurant une bonne étanchéité 
(Photo 20). 


PHOTO 19 : 

Ponction de la corne 
utérine près de la 
jonction utéro- 
tubaire pour 
l'insertion du 
cathéter de collecte 



PHOTO 20 : Le 

cathéter de collecte 
introduit dans la 
lumière utérine est 
fixé à l’aide d'une 
pince atraumatique 
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Le matériel ainsi mis en place, le milieu de collecte (40 à 50 ml) 
maintenu à +37°C est injecté soit à la base de la corne (perfusion 
rétrograde), soit près de la jonction utéro-tubaire (perfusion antérograde). 
Le milieu entraînant les embryons est récupéré à l'extrémité opposée, par 
la sonde ou le cathéter relié à un tube stérile placé dans un bain marie à 
+ 37°C. 

Lorsque le lavage successif des deux cornes est terminé, un 
antibiotique en solution (1 million d'UI de pénicilline) est introduit dans la 
cavité abdominale. Il est conseillé de faire suivre une antibiothérapie de 
3 jours à raison de 1 000 000 Ul de pénicilline et 1 g. de 
dihydrostreptomycine par jour. 

Une ligature est ensuite pratiquée au niveau du péritoine puis la 
peau est suturée à l'aide d'agrafes de 16 à 18 mm (Photos 21a et 21b). 



PHOTO 21b : Suture de la peau à 
l’aide d'agrafes 
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Après l’arrêt de l'anesthésie gazeuse, la femelle est placée sur un 
caillebotis et la sonde trachéale n'est retirée qu'au réveil de l'animal. 

9.3.3. 1 - Efficacité de la collecte chirurgicale 

La collecte chirurgicale est la méthode de récupération des oeufs 
la plus utilisée chez les petits ruminants car la plus efficace en terme de 
taux de collecte : le taux d'oeufs collectés (n. oeufs collectés/n. corps 
jaunes x 100) est de 70 % à 90 %, mais il diminue lorsque cette 
technique est répétée plusieurs fois chez les mêmes animaux en raison 
de l'apparition d'adhérences sur l'utérus, les oviductes et les ovaires 
(Tableau 27; TORRES and SEVELLEC, 1987; SENUS, 1990). Ce 
phénomène peut être limité par l'aspersion régulière du tractus génital 
durant la collecte, à l'aide de sérum physiologique hépariné (50 U.l. 
d'héparine de sodium/ml). 

TABLEAU 27: Effet de la répétition de la collecte par voie chirurgicale sur 
le taux d'oeufs récoltés 


Numéro d'ordre de la collecte 


Espèce 

1 

2 

3 

Auteurs 

Ovine 

88 % 
(18) 

52 % 
(17) 

24 % 
(15) 

TORRES and SEVELLEC, 
1987 

Caprine 

71 % 

(8) 

65 % 

(8) 

42 % 

(8) 

SENLIS, 1990 


(): Nombre de femelles 

En raison principalement, de la lutéolyse prématurée parfois 
constatée lors de la collecte réalisée de J6 à J8, le pourcentage d'oeufs 
récupérés plus précocement (de J2 à J4 dans l'oviducte) est supérieur à 
celui obtenu pour une collecte plus tardive (ARMSTRONG et al.. 1983). 
Lorsque les embryons ne sont pas congelés avant transfert, la collecte 
effectuée précocement au niveau de l'oviducte est un moyen d'accroître 
la production d'embryons par donneuse (Tableau 28 ; ARMSTRONG 
et al., 1983 ; FOLCH et al., 1991). 
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TABLEAU 28: Effet du moment de la collecte sur l'efficacité de la 
récupération des oeufs et le nombre d'embryons transférables par 
donneuse traitée 

Espèce 

Jour 

% 

Oeufs 

Embryons 

et race 

de 

de 

récupérés/ 

transférables/ Auteurs 


collecte 

collecte 

donneuse 1 

donneuse’ 

Brebis 

3-5 

83,2 


6.0 ± 0,8 FOLCH et al. 1991 

Aragonaise 

7 

75,7 


3,0 ± 0.4 

Chèvre 

2-3 


8,7 ± 1,4 

ARMSTRONG et al 





1983 

Angora 

6-8 


2,0 ± 1,4 



1 : Moyenne ± sem 


9.3.4 - La collecte par endoscopie 

Cette méthode a été développée chez la brebis (McKELVEY et al., 
1986) et la chèvre (VALLET et a!., 1987) afin d'améliorer les possibilités 
de répétition de la collecte chez les femelles donneuses permanentes. 

L’animal anesthésié est placé en décubitus dorsal avec une 
inclinaison antéro-postérieure de 30 à 45°. Une première ponction 
réalisée 4 à 5 cm en avant de la mamelle et à 10-15 cm à gauche de la 
ligne blanche permet la mise en place d'une canule (diamètre 7 mm) 
recevant l'endoscope (Figure 16). 
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Site d'introduction 
d u t r o c a r d r « c e i a n t 

Site d' Introduction U pince atraumatique 

Pu trocart recelant te manipulation 



Figure 15. Collecte sous contrôle endoscopique 

- Lieu d'insertion des Instruments 
• Déclivité p o s t e r o • a n t e r i e u r e 4 53S 
■ Vue abdominale - decubitus dorsal 


Après avoir insufflé de l'air filtré dans la cavité abdominale pour 
séparer les viscères des organes génitaux (création d'un 
pneumopéritoine), une seconde canule (diamètre 5 mm) est mise en place 
à l'opposé de la première par rapport à la ligne blanche, afin d'y introduire 
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une pince atraumatique pour la manipulation du tractus génital 
(Figure 1 7). 



A l'aide de la pince, les corps jaunes présents sur chaque ovaire 
peuvent être dénombrés. Une corne est saisie à sa base afin de la 
ponctionner avec une aiguille de Mintz (Figure 18). 
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Une troisième canule de 5 mm de diamètre placée au niveau de 
la ligne blanche et à 1 5 cm de l'attache de la mamelle permet le passage 
d'une sonde 3 voies (Figure 1 9), dont l'extrémité est introduite au lieu de 
ponction dans la lumière utérine (Figure 20). 



Le ballonnet fixé sur la sonde (voie 1) est gonflé d'air à l'aide 
d'une seringue pour obstruer la lumière utérine à la base de la corne. 
L'extrémité d'un cathéter (voie 2) inséré dans le corps de la sonde 
(voie 3) est amenée le plus près possible de la jonction utéro-tubaire, la 
pince est alors refermée sur l'isthme afin d'éviter la remontée du milieu 
de collecte dans l'oviducte (Figure 21). Le milieu de collecte est alors 
injecté par le corps de la sonde à raison de 40 à 50 ml par corne. La 
pression ainsi créée à l'intérieur de la corne utérine permet le retour du 
milieu par le cathéter. Une sonde à 2 voies est aussi utilisable : une 
seconde ponction doit être pratiquée dans la corne près de la jonction 
utéro-tubaire, pour insérer un cathéter d'injection fixé avec la pince 
atraumatique. Le milieu de collecte injecté par le cathéter est récupéré par 
la sonde placée à la base de la corne. 
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9.3.4. 1 - Efficacité de la collecte par endoscopie 

Le taux d'oeufs récoltés par endoscopie est inférieur de 10 à 
1 5 % à celui obtenu par chirurgie mais la répétition de la collecte par 
endoscopie ne provoque pas de diminution du taux d'oeufs collectés 
(Tableau 29 ; McKELVEY et al.. 1 986 ; VALLET et a!.. 1 987). 

TABLEAU 29: Pourcentage d'oeufs récoltés par endoscopie chez la 
chèvre selon le numéro d’ordre de la collecte 


Numéro d'ordre de la collecte 


Espèce 

1 

2 

3 

Auteurs 

Caprins 

59 

58 

68 

VALLET étal., 1987 


(41) 

(28) 

(14) 


Ovine 

35 

76 

66 

McKELVEY et al., 
1986 


(8) 

(8) 

(8) 



0 : Nombre de femelles collectées 


9.3.5 - Recommandations 

A l'exception de la collecte par les voies naturelles dont 
l'efficacité est trop faible, le choix de la méthode de récolte des 
embryons dépend du nombre de collectes à réaliser par femelle. La 
méthode chirurgicale est conseillée pour les donneuses soumises à 1 à 
3 séquences de production d'embryons, et la collecte par endoscopie 
peut être recommandée dans le cas des donneuses permanentes. 

Le temps nécessaire à la réalisation d'une collecte chirurgicale ou 
par endoscopie est en moyenne de 20 à 30 minutes par femelle. Dans le 
cas d'un chantier de collecte suivi de la congélation des embryons, une 
équipe constituée de trois personnes peut ainsi effectuer la récolte des 
embryons chez 10 â 12 chèvres ou brebis par jour. 
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10 - RECHERCHE ET ESTIMATION DE LA 
QUALITÉ DES EMBRYONS 


10.1 - RECHERCHE DES EMBRYONS 

Le milieu de collecte récupéré, après lavage des cornes utérines, 
est versé dans une boîte à fond quadrillé (Photo 22) ou dans une coupelle 
à fond conique, afin de faciliter la recherche des embryons à la loupe 
binoculaire (grossissement 10). On procède en général à un minimum de 
2 lectures de chaque boîte. Les embryons sont aspirés à l'aide d'une fine 
pipette de verre dans le volume le plus faible possible, et placés dans une 
petite boîte de pétri contenant du PBS filtré supplémenté avec 4 % de 
BSA ou 10 % de sérum de brebis ou de chèvre. Une fois regroupés et 
dénombrés, l'opérateur peut procéder au contrôle de leur qualité. 

PHOTO 22 : 

Boites pour la 
récolte, la 
recherche, le 
lavage et la 
conservation des 
embryons. 

Seringue avec 
filtre millipore 
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10.2 - ESTIMATION DE LA QUALITE DES EMBRYONS 

10.2.1 - Les conditions d'examen 

Le matériel ainsi que les milieux pour la collecte, l'examen, la 
conservation et le transfert des embryons doivent être stériles au moment 
de leur utilisation. L'opérateur doit par ailleurs s'assurer que les matériaux 
employés ne soient pas embryo-toxiques. 

Afin de limiter les risques de pollution externe (poussières) et 
d'éviter les chocs thermiques éventuels, il est nécessaire d'effectuer 
toutes les opérations de manipulation des embryons (recherche, examen, 
passage dans plusieurs bains) sous une hotte à flux laminaire ou dans une 
enceinte pourvue d'un système de filtration de l'air et d'une régulation 
thermique (Photo 23). 

PHOTO 23 : Enceinte munie’d'un système de filtration de l'air et d'une 
régulation thermique, pour la manipulation des embryons (réalisation 
G. BONNIN, Atelier Electrotechnique INRA) 
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10.2.2 - Les critères d'appréciation 

La qualité de l'embryon est en général estimée d'après son aspect 
morphologique. Au cours d'un examen sous la loupe binoculaire à un 
grossissement d'au moins x80, l'embryon est retourné à l'aide d'une fine 
pipette de verre afin d’apprécier sa morphologie sous tous les angles, 
certaines irrégularités pouvant passer inaperçues dans une position 
donnée de l'embryon. 

La zone pellucide garantissant la protection de l'embryon doit 
laisser apparaître une parfaite intégrité (absence de fissure) et être 
parfaitement sphérique. 

Le degré du développement embryonnaire par rapport au jour de la 
collecte est le principal facteur pris en considération. Les embryons 
présentant un retard de développement supérieur à 48 heures sont 
éliminés. Ainsi, un embryon collecté le 6ème à 7ème jour après le début 
de l'oestrus doit normalement avoir atteint le stade morula 
compactée/blastocyste. Tout embryon présentant 16 cellules ou moins 
ne sera pas retenu pour la transplantation ou la congélation en raison du 
retard excessif de son développement. 

Pour un jour de collecte donné, des différences dans le 
développement embryonnaire sont fréquemment observées entre les 
embryons d'une même donneuse ou de donneuses différentes d'une 
même espèce. Au moment de la collecte (par exemple au 7ème jour), les 
embryons d'une brebis ou d'une chèvre peuvent présenter pour certains 
un léger retard de développement (morula compactée) alors que d'autres 
sont plutôt en avance (blastocyste sorti de la zone pellucide). 

Par ailleurs, chez les caprins, le développement embryonnaire 
précoce laisse apparaître un retard de 12 à 24 heures par rapport à celui 
observé chez les ovins (Tableau 30 ; MOORE, 1 980). Au 7ème jour après 
le début de l'oestrus, la proportion d'embryons au stade blastocyste à 
blastocyste sorti de la zone pellucide est plus élevée chez la brebis que 
chez la chèvre (brebis : 95 % ; chèvre : 63 %) (MEINECKE and 
MEINECKE-TILLMAN, 1990). 

Quel que soit son développement, l'embryon lui-même doit être 
sphérique et les contours des cellules qui le composent parfaitement 
visibles. 

Au stade morula compactée, les limites cellulaires sont moins 
distinctes car les blastomères sont étroitement accolés entre eux et 
donnent l'aspect d'une mûre. La présence de quelques cellules détachées 
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dans l'espace périvitellin n'est pas une cause d'élimination de l'embryon, 
si la majorité des blastomères constituent une masse sphérique sans 
opacité marquée (Photo 24). 

Au stade blastocyste, les différentes structures (blastocoele, 
bouton embryonnaire, trophoblaste) doivent être visibles et présenter des 
contours bien délimités (Photo 25). 


PHOTO 24 : Embryons 
de chèvre au stade 
morula compactée, on 
peut distinguer 
quelques blastomères 
dans l'espace 
périvitellin 



PHOTO 25 : Embryon 
de chèvre au stade 
blastocyste 



Copyrighted material 


Transplantation Embryonnaire chez la brebis et la chèvre 97 


TABLEAU 30: Stade de développement des embryons de brebis et de 
chèvres, collectés à différents moments après le début de l'oestrus 
(MOORE, 1980) 

Jour de la 
collecte’ 

Brebis 

Chèvre 

2 

2- 4 cellules 

1- 2 cellules 

3 

8 cellules 

4- 8 cellules 

4 

8-20 cellules 

8-20 cellules 

5 

Jeune morula 

20 cellules-jeune morula 

6 

Morula compactée- 
jeune blastocyste 

Morula 

7 

Blastocyste expansé et 
blastocyste sorti de la 
zone pellucide 

Morula compactée- 
blastocyste expansé 

8 

Blastocyste sorti de la 
zone pellucide 

Blastocyste expansé et 
blastocyste sorti de la 
zone pellucide 


1: Jour du début de l'oestrus = Jour 0 


La présence de blastomères dans l'espace périvitellin, de 
granulations à la surface des cellules peut être observée. Ces anomalies 
associées à un retard de développement, à l'absence de contours 
cellulaires visibles ou à une opacité marquée des blastomères devient 
alors un critère d'élimination de l'embryon. Les embryons dont l'aspect 
est "douteux" sont conservés une à deux heures puis soumis à un nouvel 
examen. 

Le type d'examen morphologique pratiqué ne peut prétendre 
constituer un test absolu de la viabilité ou de la non-viabilité des 
embryons. On constate parfois une différence importante entre 
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l'appréciation portée sur la qualité des embryons et leur survie après 
transfert. Néanmoins un observateur bien entraîné se trompera 
statistiquement peu en refusant d'utiliser des embryons jugés moyens ou 
médiocres, ou au contraire en transférant des embryons jugés bons ou 
excellents (BREBION, résultats non publiés; SAKUL étal., 1993; 
Tableau 31). 


TABLEAU 31 : Pourcentage de réussite après transfert de 2 embryons par 
brebis en fonction de leur qualité (embryons conservés à -196°C) 


Qualité des embryons 
transférés 

Bons 

Moyens 

Auteurs 

% receveuses ayant 

100 

37 

BREBION (résultats 

mis-bas 

(10/10) 

(7/19) 

non publiés) 

% survie embryonnaire 1 

61 

(42/69) 

48 

(11/23) 

SAKUL et a/.. 1993 


1: Nb. jeunes nés/nb. embryons transférés x 100 

10.2.3 - Recommandations 

Pour l'opérateur débutant, l'appréciation de la qualité des 
embryons apparaît souvent difficile, le recours à une blastographie de 
référence (WINTENBERGER-TORRES et SEVELLEC, 1987) aidera à 
l'identification des anomalies du développement embryonnaire précoce. 

10.3 - LAVAGE DES EMBRYONS 

(Cette procédure est décrite dans le manuel de la Société 
Internationale de Transfert Embryonnaire, ANONYMOUS, 1990) 

Après évaluation de leur qualité, les embryons retenus sont 
"lavés" dans 10 bains de PBS successifs afin d'éliminer la présence 
éventuelle des bactéries et virus. Cette pratique recommandée par la 
Société Internationale de Transfert Embryonnaire (LE. T. S.) donne la quasi 
certitude de stocker (ou d'utiliser) un embryon sain. Elle est obligatoire 
en France pour obtenir et garder l'agrément d'équipe de transfert. Lors 
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de cette opération, les changements de bain sont effectués avec autant 
de pipettes de manipulation différentes. D'autre part, il est recommandé 
que le rapport entre le volume de milieu contenu avec les embryons dans 
la micropipette et le volume de chaque bain de lavage soit d'au moins 
1/100. Jusqu'à la transplantation ou la congélation, les embryons sont 
maintenus à +25°C- + 30°C et à l'abri de la lumière dans un milieu 
approprié : un milieu simple (PBS +4% BSA ou 10 % sérum de veau, 
chèvre ou brebis) est suffisant pour assurer la survie des embryons. Il 
n'est pas indispensable de recourir à des milieux de culture exigeant une 
atmosphère contrôlée contenant 5 % de C02. 
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1 1 - La transplantation embryonnaire 


Diverses méthodes ont été proposées pour effectuer le transfert 
des embryons chez les ovins et caprins, dont nous préciserons les 
caractéristiques et les possibilités. Pour commencer sur ce sujet, nous 
insisterons sur quelques facteurs physiologiques qui interviennent sur le 
taux de réussite du transfert. 

11.1- Facteurs de réussite du transfert 

11.1.1 - Qualité des embryons 

La qualité des embryons est le principal facteur de réussite du 
transfert : la survie d'embryons ne présentant aucun défaut visible est 
toujours •significativement supérieure à celle d'embryons de moindre 
qualité (Tableau 31 ; BREBION, résultats non publiés; SAKUL étal., 
1993). 

TABLEAU 32: Pourcentages de mises-bas et de survie des embryons 
après transfert selon le nombre d'embryons mis en place par chèvre 


1 embryon 2 embryons Auteurs 

%mises-bas % survie 1 %mises-bas % survie 

dos embryons des embryons 


53 

/ 

73 

/ 

MOORE and 





EPPLESTON, 1979 

58 

58 

80 

70 

TER VIT et al., 1983 

/ 

52 

/ 

65 

ARMSTRONG étal.. 1983 


1: Chevreaux nés/embryons transférés x 100 

Un embryons de qualité incertaine peut cependant être transféré, 
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sous réserve d'être associé à un embryon de bonne qualité. 

11.1.2 - Nombre d'embryons transférés 

L'optimum est de transférer 2 embryons par receveuse. Chez la 
brebis Lacaune, le taux global de survie des embryons transférés par 
paires est supérieur aux taux de survie des embryons transférés simples. 
De même chez la chèvre, les taux de mise-bas et/ou de survie des 
embryons sont plus élevés chez les chèvres qui reçoivent 2 embryons 
que chez celles où un seul est transplanté (Tableau 32 ; MOORE and 
EPPLESTON, 1979 ; TERVIT étal., 1983 ; ARMSTRONG et al., 1983). 

Chez la brebis Lacaune (Institut National de la Recherche 
Agronomique et Comité National de la Brebis laitière, France, résultats 
non publiés), ainsi que chez la chèvre Angora (TERVIT étal., 1984), 
l'augmentation de 2 à 3 du nombre d'embryons mis en place par 
receveuse n'entraîne pas d'amélioration des pourcentages de mise-bas et 
de survie des embryons après transfert. 

11.1.3 - Délai de réalisation du transfert 

Dans le cas du transfert direct des embryons sans 
cryoconservation intermédiaire, le délai séparant la collecte de la remise 
en place chez les receveuses ne devrait pas excéder 2 heures. Pour le 
transfert d'embryons qui ont été conservés dans l'azote liquide, le délai 
entre décongélation et transfert doit être réduit au minimum, soit environ 
20 à 30 minutes. 

1 1 .1 .4 - Transfert bilatéral ou unilatéral 

Le transfert d'un embryon dans chaque corne (transfert bilatéral) 
n’accroît pas le taux de réussite par rapport à la mise en place des 
2 embryons dans la même corne (transfert unilatéral). Les embryons sont 
généralement transférés du côté ipsilatéral à l'ovaire présentant le plus 
grand nombre de corps jaunes fonctionnels. Dans le cas du transfert 
d'embryons caprins collectés précocement (J2 à J4), le taux de survie 
après transfert unilatéral apparaît même plus élevé qu'après transfert 
bilatéral (unitéral : 69,8 % vs 61,7 % bilatéral; ARMSTRONG étal., 
1983). 
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11.1.5 - Site du transfert 

Les embryons collée és 6 ou 7 jours après l'oestrus sont mis en 
place dans le tiers supérieur de la corne utérine, c'est-à-dire dans la partie 
proximale de la jonction utéro-tubaire. Des embryons collectés plus 
précocement (par exemple entre J2 et J4 chez la chèvre Angora) seront 
déposés dans l’oviducte par le pavillon, l'environnement y étant plus 
compatible avec leur stade de développement. Le pourcentage de survie 
d'embryons de chèvres au stade 8 cellules transférés dans l'utérus tend 
en effet à être plus faible qu'après transfert dans l'oviducte 
(ARMSTRONG et a!.. 1983 ; Tableau 33). 


TABLEAU 33: Pourcentage de survie des embryons de chèvre au stade 
8 cellules selon le site de transfert (Extrait de ARMSTRONG et al., 1 983) 


Site de 

Nb. embryons 

Nb. chevreaux 

% de survie 

transfert 

transférés 

nés 

des embryons 

Oviducte 

34 

23 

67,6 

Utérus 

44 

23 

52,3 


11.1.6 - Synchronisation donneuses/receveuses 

Bien qu'une certaine tolérance soit permise (± 1 jour), meilleure 
est la synchronisation des stades physiologiques entre donneuses et 
receveuses, meilleur sera le taux de réussite des transferts (Tableau 34 ; 
ROWSON and MOOR, 1966). 

11.1.7 - Réponse ovulatoire de la receveuse 

Chez la chèvre Angora, le taux de survie des embryons 
transplantés est plus élevé pour les receveuses présentant 2 corps jaunes 
que chez celles où un seul corps jaune est observé (1 corps jaune : 
51,6% (135 chèvres) vs 2 corps jaunes: 63,1 % (258 chèvres) ; 
ARMSTRONG et al., 1 983). L'appréciation visuelle de la qualité des corps 
jaunes doit aussi être prise en compte : ainsi on évitera d'utiliser une 
receveuse dont les corps jaunes ne montrent pas un développement 
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caractéristique de 6-7 jours, mais semblent indiquer une ovulation trop 
tardive (défaut de synchronisation). On refusera également dans la 
mesure du possible toute receveuse présentant un ou plusieurs follicules 
de grande taille non ovulé(s), créateur(s) d'un environnement hormonal 
inapproprié. 

TABLEAU 34: Effet du degré de synchronisation de l'oestrus des brebis 
donneuses et receveuses sur les pourcentages de mise-bas et de survie 
des embryons après transfert (Extrait de ROWSON and MOOR, 1966) 


Stade de la receveuse 
embryons 

par rapport à la 
donneuse (jours) 

% de receveuses 

mettant bas 
après transfert 

% de survie des 

(agneaux nés/embryon 
transférés x 100) 

-3 1 

8 

4 

-2 

67 

48 

0 

75 

58 

+ 2 

46 

33 

+ 3 

0 

0 


1:Exemple: receveuse à J5, donneuse à J8 
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11 . 2 - Les méthodes de transfert 

11 . 2.1 - Transfert par voie chirurgicale (laparotomie) 

Après anesthésie de la receveuse, le champ opératoire est préparé 
comme décrit pour la collecte, une incision de 7 à 8 cm est pratiquée le 
long de la ligne blanche, en partant de 3 à 4 centimètres de l’attache de 
la mamelle. Après avoir extériorisé les cornes utérines, l'opérateur 
examine les ovaires afin de choisir d'effectuer ou non le transfert, et de 
sélectionner la corne. Les embryons sont aspirés dans un volume de PBS 
de 30 à 50 /rl en appliquant le principe des 3 compartiments (voir le 
paragraphe sur le conditionnement en paillettes), soit dans un capillaire 
de verre adapté à une micropipette à déplacement positif, soit dans un 
cathéter relié à une seringue de 1 ml (Photo 26). Le diamètre extérieur du 
capillaire-cathéter doit être d'environ 1 mm. Ayant ponctionné la corne 
à l'aide d'une aiguille à pointe conique, l'opérateur y introduit de 2 à 
3 cm le capillaire de transfert sans léser la muqueuse utérine, puis 
expulse délicatement les embryons. 

Le transfert ainsi effectué, un antibiotique en solution 
(1000000 U.l. pénicilline) est versé dans la cavité abdominale puis le 
péritoine et la peau sont suturés. 

11 . 2.2 - Transfert sous contrôle endoscopique (Photo 27a- 

27b) 


La receveuse anesthésiée est placée en décubitus dorsal sur la 
table de contention inclinée à 30-35° et le champ opératoire en avant de 
la mamelle est rasé et désinfecté. 

Une première ponction dans l'abdomen sert à mettre en place la 
canule d'endoscope (voir : "Collecte par endoscopie"). L'insufflation par 
cette canule d'un petit volume d'air (pneumopéritoine) facilite la 
visualisation du tractus au sein de la cavité abdominale. 

Une deuxième canule est insérée à l'opposé de la première, et à 
proximité de la ligne blanche, par laquelle est introduite une pince de 
manipulation atraumatique. A l'aide de cette pince, l'opérateur commence 
par contrôler la réponse ovulatoire en écartant le pavillon recouvrant 
chaque ovaire. Ceci lui permet de choisir d'effectuer ou non le transfert, 
et de sélectionner la corne, selon les critères décrits ci-dessus. 

La corne utérine choisie pour recevoir les embryons est saisie 
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dans sa partie supérieure (au tiers proximal de la jonction utéro-tubaire) 
et ponctionnée à l'aide d'une aiguille de Mintz (longueur 300 mm, 
diamètre 1,5 mm) préalablement insérée sur la ligne blanche. 

Dès l'annonce par l'opérateur de la possibilité du transfert chez 
la receveuse considérée, les embryons sont conditionnés dans un volume 
de 30 à 50 /;l (système des 3 compartiments) dans un capillaire de verre 
(longueur 70 mm, diamètre 1 mm) relié à une seringue d'un millilitre par 
un tuyau de raccordement long de 20 cm. Capillaire et tuyau sont insérés 
dans un tube métallique assurant à l'ensemble rigidité et maniabilité 
(Photo 27a). 

PHOTO 26 : Cathéter utilisé pour le transfert des embryons par voie 
chirurgicale ou semi-endoscopique 



PHOTO 27a : Cathéter utilisé pour le transfert des embryons par voie 
endoscopique 
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Par une troisième canule placée sur la ligne blanche à 15 cm de 
l'attache de la mamelle, le capillaire de transfert est introduit dans la 
cavité abdominale puis par le point de ponction, dans la lumière utérine 
où les embryons sont délicatement expulsés. 

Au retrait des instruments, un antibiotique est pulvérisé sur les 
3 points de ponction de la paroi abdominale. 

La réalisation de la transplantation embryonnaire de la façon qui 
vient d'être décrite nécessite, de la part de l'opérateur, une très bonne 
dextérité ainsi que l'acquisition d'une expérience suffisante avant de 
pouvoir être pratiquée en routine. Dans ces conditions, le transfert par 
endoscopie est plus rapide (moins de 5 minutes), moins traumatisant et 
au moins aussi efficace que le transfert par voie chirurgicale 
(Tableau 35 ; BREBION et al.. 1 989 ; VALLET et ai. 1 989). 

PHOTO 27b: Le transfert par endoscopie. 
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TABLEAU 35: Pourcentage de réussite après transfert d'embryons par 
voie chirurgicale ou sous contrôle endoscopique 



Méthode de transfert 


Espèce 

Chirurgie 

Endoscopie 

Auteurs 

Caprine 1 

70,5 

75,6 

VALLET et al., 1989 


(34) 

(37) 


Ovine 2 

69,0 

74 

BREBION et ai, 1989 


(26) 

(27) 



{): Nombre total de receveuses 
1 : % de femelles ayant mis-bas 

2: % de femelles diagnostiquées gestantes par échotomographie au 50 ime 
jour de la gestation 


11.2.3 - Transfert semi-endoscopique 

Une méthode mixte associant endoscopie et chirurgie légère est 
souvent pratiquée. L'anesthésie générale n'est pas nécessaire, une 
sédation à l'acépromazine (0,3 mg/kg) associée à une anesthésie locale 
(xylocaïne) suffit généralement pour réaliser l'opération, d'une durée 
voisine de 2 à 3 minutes. 

La receveuse étant positionnée et préparée comme pour le 
transfert laparoscopique, l'opérateur procède avec l'endoscope et la pince 
de manipulation atraumatique, au contrôle ovarien et au choix de la corne 
de transfert, qu'il saisit à proximité immédiate (2 à 3 cm) de la jonction 
utéro-tubaire. Il retire alors de quelques centimètres l'ensemble canule- 
pince vers l'extérieur jusqu'à ce que seule la pince traverse la paroi 
abdominale. A l'aide d'une lame de bistouri étroite (n° 1 1), il agrandit le 
passage de la pince en une incision d'environ 1 cm, par laquelle il sort 
l'extrémité de la corne sur une longueur d'environ 2 cm. Après 
préhension de la corne entre 2 doigts, la pince est relâchée et une 
ponction est pratiquée avec une aiguille conique. Les embryons sont 
déposés dans la lumière utérine, de la même façon et avec le même type 
de matériel que dans le cas du transfert chirurgical. 

L'incision pratiquée dans la paroi abdominale ne nécessite pas de 
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suture, on pulvérise un antibiotique sur les 2 points de ponction. 

1 1 .2.4 - Transfert par voie cervicale 

Bien que les premiers essais d'utilisation de cette voie chez les 
caprins remontent à près de 30 ans (OTSUKI and SOMA, 1 964), peu de 
résultats sont encore disponibles, et ceux-ci portent sur des effectifs 
souvent faibles. 

La receveuse est préparée comme décrit pour la collecte des 
embryons par voie cervicale (Voir paragraphe 9.3.1). Ayant rétracté le 
cervix vers la partie antérieure du vagin, l'opérateur place le cathéter 
contenant les embryons dans l'ostium cervical et facilite sa progression 
à travers les anneaux du col à l'aide d’un doigt placé dans le rectum. 

Le passage du cathéter dans l'orifice du col n'est cependant pas 
toujours possible chez la chèvre et moins encore chez la brebis. 

Les embryons sont expulsés à la base d'une des cornes ou dans 
le corps de l'utérus, le site exact atteint par l'extrémité du cathéter 
restant inconnu. De plus, cette méthode ne permet aucune connaissance 
de l'état ovarien de la receveuse. Dans un pourcentage non négligeable 
de cas, des embryons seront donc déposés dans la corne controlatérale 
à l'ovaire portant le ou les corps jaunes, voire chez des femelles n'ayant 
pas ovulé suite à la synchronisation. 

TABLEAU 36: Pourcentage de réussite après transfert d'embryons par 


voie cervicale 

Espèce 

Nombre de 

% 

% survie 

Auteurs 


receveuses 

mises-bas 

des embryons 

Caprine 

7 

/ 

12 

AGRAWAL and 
BHATTACHARYYA, 1 982 

Caprine 

18 

39 

/ 

FLORES-FOXWORTH et al, 
1992 

Ovine 

8 

13 

/ 

LEWALSKI et al., 1991 


Cette double imprécision portant sur le lieu de dépôt et sur l'état 
lutéal de la receveuse explique probablement les faibles niveaux de 
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réussite observés après transfert par voie cervicale (Tableau 36 ; 
AGRAWAL and BHATTACHARYYA, 1982 ; FLORES-FOXWORTH et al., 
1992 ; LEWALSKI et al., 1991). 

1 1.2.5 - Recommandations 

Abstraction faite de la méthode transcervicale dont l'efficacité est 
faible, plusieurs solutions techniques s'offrent actuellement pour 
transférer les embryons chez les petits ruminants, débouchant toutes sur 
des résultats de survie embryonnaire satisfaisants. Si tous les impératifs 
physiologiques et techniques à prendre en compte sont correctement 
respectés, on peut compter sur une survie des embryons transférés de 
50 à 65 %, combinant la fertilité et la prolificité des receveuses 
transférées (70 à 80 % de femelles mettant bas suite au transfert ; survie 
de 70 à 80 % des embryons chez les receveuses ayant mis-bas). 

Le choix entre les méthodes chirurgicale, laparoscopique ou semi- 
laparoscopique, repose sur l'évaluation précise des conditions dans 
lesquelles pourront être menées les opérations : niveau de maîtrise 
technique des opérateurs, temps moyen imparti pour effectuer les 
transferts, degré d'aseptie réalisable dans les conditions rencontrées, 
qualité de l'environnement et du suivi post-opératoire des animaux. 

Dans la mesure où la maîtrise de l'endoscopie est une technique 
indispensable à toute équipe abordant le transfert embryonnaire chez les 
petits ruminants, le choix portera en fait le plus souvent entre les 2 voies 
laparoscopique et semi-laparoscopique. La voie chirurgicale n'offre en 
effet comparativement aucun avantage, sinon celui de ne pas requérir 
d'endoscope. 
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12 - CONSERVATION DES EMBRYONS 


L’intérêt de la mise en oeuvre de la transplantation embryonnaire, 
voire même la faisabilité de certaines de ses applications, repose 
largement sur la possibilité de dissocier dans l'espace et dans le temps 
les opérations de production et de transfert, par une méthode de 
conservation des embryons. Deux approches différentes sont étudiées : 

- soit une conservation de courte durée (24 à 48 heures 
maximum) par simple refroidissement, 

- soit une conservation à plus long terme par cryoconservation et 
stockage à la température de l'azote liquide. La congélation est 
indispensable pour développer la transplantation embryonnaire en 
permettant le transport et la commercialisation des embryons, la 
constitution de banque d'embryons et une très grande souplesse 
d'utilisation. 

12.1 - La conservation de courte durée par refroidissement à 

+ 4°C 

La congélation des embryons n’est pas toujours réalisable et dans 
certaines circonstances, on peut être intéressé de différer de 24 à 
48 heures seulement le transfert des embryons collectés. Il est possible 
de ralentir le métabolisme de l'embryon de façon temporaire, par un 
simple abaissement de la température sans changement de phase. 
Quelques études portant sur les embryons de bovins, mais aussi de 
caprins (BILTON et MOORE, 1976) et d'ovins (DRIANCOURT étal., 
1988), ont montré que le refroidissement des embryons à +4°C 
permettait en l'absent "agent cryoprotecteur, de conserver ces derniers 
pour une période allar, . ^squ'à 48 heures. Ce laps de temps peut être 
mis à profit par exemple pour réaliser le transport d'embryons jusqu'à un 
autre élevage de femelles receveuses. 

Immédiatement après avoir été isolés du milieu de collecte et 
jugés, les embryons sont soit placés directement à +4°C dans une 
solution de PBS enrichi en protéines (sérum de chèvre ou de veau foetal ; 
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Tableau 37), soit refroidis à cette température à la vitesse d’un degré par 
minute. Ils sont ensuite stockés dans un réfrigérateur ordinaire. Des 
containers spéciaux permettent éventuellement de transporter les 
embryons à cette température. 


TABLEAU 37: Pourcentage de survie après transfert d'embryons 
conservés à +4°C pendant 24 à 48h 


Espèce 

CAPRINE 

OVINE 

Milieu de 
conservation 

P. B. S. +25 % de 
sérum de chèvre 

P.B.S.’ + 10 % de 
sérum de veau foetal 

Vitesse de 
refroidissement 

1 ,0°C/mn 

Passage direct à +4°C 

Vitesse de 
réchauffement 
à +37°C 

0,6°C/mn 


Durée de conservation 

24 à 48 heures 

24 heures 

Pourcentage de survie 
après transfert* 

35 % 

48 % 

Auteurs 

BILTON and MOORE, 1976 

DRIANCOURT et al., 1988 


1 : Ovum culture medium, Flow laboratories, Irvine, Scotland 
2: Nombre de jeunes nés/nombre d'embryons transférés x 100 

Après 24 à 48 heures de conservation à +4°C, les embryons 
sont réchauffés par passage direct dans une solution de PBS (plus sérum 
ou B. S. A.) à 37°C, réexaminés et transplantés sans délai. 

Bien que les taux de survie rapportés suite à cette méthode 
(Tableau 37) soient inférieurs à ceux attendus après transfert direct des 
embryons frais, la conservation par refroidissement à +4°C semble 
pouvoir être préconisée pour les courtes durées indiquées. 
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12.2 - LA CONSERVATION PAR CONGELATION 

12.2.1 - Rappel des principes de la cryoconservation 

Aux températures inférieures à -150°C, les modifications 
biologiques que subissent normalement les cellules au cours du temps 
sont abolies. La congélation des cellules embryonnaires a donc pour but 
d'arrêter leur métabolisme de façon réversible et de permettre ainsi leur 
conservation pour un temps indéfini, à l'état solide, tout en maintenant 
la viabilité de l'embryon après décongélation. 

La survie dépend essentiellement des conditions de changement 
de phase de l'eau cellulaire et de l'action des cryoprotecteurs. 

12.2.1.1 - Rôle des cryoprotecteurs 

Ces composés très hydrophiles (en général polyalcools) sont 
capables de pénétrer facilement la cellule par simple diffusion (osmose), 
ces molécules y retardent la formation de cristaux de glace par 
abaissement du point de congélation. D'autre part, elles limitent les effets 
de solution en remplaçant une partie de l'eau intracellulaire appelée par 
l'élévation de la pression osmotique extracellulaire. D'autres composés 
enfin peuvent avoir un rôle protecteur vis-à-vis des membranes cellulaires 
(hydrates de carbone, polyvinylpyrrolidone). 

12.2.1.2 - Importance de la vitesse de refroidissement 
(Figure 22) 

Le milieu contenant les embryons (extra-cellulaire) est plus riche 
en eau que le milieu cellulaire. Aussi, lors de l'abaissement thermique, on 
peut induire l'apparition des premiers cristaux de glace d'abord dans le 
milieu extra-cellulaire sans qu'il se produise de changement de phase 
dans les cellules. Cette cristallisation progressive de la solution entraîne 
une augmentation de la concentration en solutés de la fraction non 
cristallisée et provoque la sortie d'une partie de l'eau contenue dans les 
cellules diminuant ainsi la formation de glace intra-cellulaire. 

Si le refroidissement est trop rapide, l’eau intracellulaire ne peut 
sortir en quantité suffisante, des cristaux de glace se forment de façon 
importante à l'intérieur des cellules et ces cristaux vont augmenter de 
taille lors de la congélation et de la décongélation et endommager alors 
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les structures cellulaires. 



Figure 22. Modifications des cellules lors de la congélation 
selon la vitesse de refroidissement 

(Do pré s U AZUR 1977) 


Si au contraire le refroidissement est trop lent, la déshydratation 
progressive des cellules entraîne une élévation importante de la 
concentration des électrolytes dans le milieu cellulaire modifiant ses 
propriétés physico-chimiques (effet de solution), la conséquence étant 
♦oujours une perte de la viabilité des cellules. 

Ainsi l'intégrité des cellules vivantes après congélation est-elle 
t.roitement liée aux mouvements de l'eau intracellulaire pendant le 
refroidissement et donc à la vitesse de congélation. On peut définir pour 
chaque type de cellule la vitesse optimale de congélation, qui intègre 
plusieurs paramètres comme le rapport volume/surface de chaque type 
cellulaire, la perméabilité membranaire à l'eau et aux cryoprotecteurs et 
les variations de cette perméabilité avec la température. 

Dans le cas d'un embryon, le protocole de refroidissement sera 
d'autant plus proche d'un optimum pour l'ensemble des cellules que 
celles-ci seront encore peu différenciées. 
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12.2.2 - Technique de la congélation progressive appliquée à 
l'embryon ovin ou caprin 

La plupart des techniques utilisées en pratique sont dérivées de 
la méthode de base proposée initialement par WHITTINGHAM et al. en 
1 972 pour l'embryon de souris et ont bénéficié de recherches effectuées 
sur la cryoconservation de l'embryon bovin. 

Les premiers succès de congélation d'embryons chez les petits 
ruminants ont été obtenus en 1 976 par BILTON et MOORE chez la chèvre 
et par WILLADSEN et al. chez la brebis. 

12.2.2.1 - Sélection des embryons et équilibration avec le 
cryoprotecteur 

La technique de congélation disponible aujourd'hui à l'usage des 
embryons de petits ruminants s'adresse préférentiellement aux stades 
morula compactée à blastocyste expansé, c'est-à-dire à des embryons 
prélevés de J6 à J7. 

La congélation ne doit être appliquée qu'à des embryons de 
qualité bonne à excellente, estimation dont les critères ont été définis 
précédemment pour le transfert direct. Les embryons classés moyens ou 
médiocres verraient leur espérance de survie, qui est encore acceptable 
en transfert direct, considérablement réduite après congélation. 

Il est conseillé de limiter le temps d'attente des embryons devant 
être congelés, à 2-3 heures. 

Après sélection, l'embryon est placé dans une solution de 
cryoprotecteur. De nombreux composés ont été testés en fonction de 
leur concentration et de leur relative toxicité, par exemple : 
Dimethylsulfoxyde (DMSO) PM = 78, Ethylène Glycol (EG) PM = 62, 
Glycérol (G) PM = 92, Propylène Glycol (PG) PM = 76. 

Ces cryoprotecteurs ont été comparés tant chez les caprins que 
chez les ovins. Pour ces deux espèces, les taux de survie in vivo et(ou) 
in vitro sont plus élevés quant les embryons sont congelés en présence 
d'éthylène glycol qu'en présence de glycérol ou de D.M.S.O. 
(Tableau 38 ; COCERO étal., 1988 ; FIENI, 1991 ; LEGAL et al., 1993 ; 
TERVIT and GOOLD, 1984). 

Le mélange du cryoprotecteur au milieu de conservation (P. B. S. 
+ 4 % BSA ou 10 à 20 % de sérum de veau foetal de brebis ou de 
chèvre) provoque une élévation importante de la pression osmotique. 
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Pour réduire ce choc osmotique, les embryons sont passés 
successivement et durant 5 à 10 minutes dans 2 à 3 bains de milieu de 
conservation présentant une concentration croissante en cryoprotecteur : 
glycérol 0,7M puis 1,4M, D.M.S.O. ou éthylène glycol 0,5M, 1,0M puis 
1 ,5M. 

TABLEAU 38: Effet du type cryoprotecteur utilisé sur le pourcentage de 
survie in vivo et/ou in vitro des embryons après décongélation 


Espèce Cryoprotecteur Auteurs 


Ethylène Glycérol D.M.S.O. 
glycol 


Survie 

Ovine 

62 

23 

/ 

C0CER0 et al . , 1988 

in vitro 

Caprine 

53 

17 

37 

FIENI, 1991 

Survie 

Ovine 

54 

31 

48 

TERVIT and GOOLD, 1984 

in vivo 

Caprine 

51 

30 

/ 

LE G AL et al., 1993 


Une expérience réalisée chez la brebis (McGINNIS et al., 1 993) ne 
montre pas cependant, de différence de survie in vitro des embryons 
après décongélation, selon que le cryoprotecteur est ajouté avant 
congélation en une seule fois (EG 1,5M) ou en deux fois (EG 0,75M 10 
minutes puis 1 ,5M). 

Le passage des embryons dans le milieu de conservation 
additionné de cryoprotecteur est effectué à une température comprise 
entre +20 et +30°C. 

12.2.2.2 - Conditionnement des embryons et identification 
avant congélation 

Après le dernier bain, c'est-à-dire lorsqu'est atteinte la 
concentration finale de cryoprotecteur (par exemple milieu de 
conservation additionné d'éthylène-glycol 1,5M), les embryons sont 
conditionnés pour la congélation, soit en ampoule de verre de 1 ,2 ml, soit 
en paillette de polypropylène de 0,25 ml (du type des paillettes fines 
utilisées pour la semence mais conditionnées stérilement en petites 
quantités). 

La comparaison des taux de survie in vivo des embryons après 
décongélation ne laisse pas apparaître de différence due à la technique 
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de conditionnement (ampoule 60 % v.s. paillette 57 % ; RYAN et al., 
1985). En raison surtout de leur facilité d'utilisation, et du gain de place 
dans les containers d'azote liquide, les paillettes sont à juste titre de plus 
en plus utilisées pour le stockage des embryons congelés. 

On doit toujours apporter le plus grand soin à l'identification 
individuelle des paillettes. Il existe des joncs d'identification permettant 
à la fois de boucher hermétiquement la paillette et de porter toutes les 
informations nécessaires. 

Pour chaque paillette, on devra donc porter lisiblement un nombre 
minimum de renseignements : identification de la donneuse, 
éventuellement race, date de la collecte, nombre d'embryons, centre de 
production. Le rangement et la consignation des renseignements 
correspondants n'en seront pas moins soignés. Dans un visotube donné, 
toutes les paillettes bouchées d'une même couleur devront correspondre 
à la même récolte d'une même donneuse. Les visotubes seront aussi 
soigneusement identifiés : couleur, inscriptions hautes, index de 
repérage. 

La procédure de remplissage des paillettes que nous décrivons 
(Figure 23), comporte 3 compartiments liquidiens séparés de bulles d'air. 
Elle permet de limiter tout risque de perte des embryons lors des 
manipulations s'effectuant au remplissage et à l'évacuation du contenu 
de la paillette. 
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PHOTO 28 : Après identification, le remplissage de la paillette est 
effectué à l'aide d'une seringue d'un millilitre 



Copyrights material 


Transplantation Embryonnaire chez la brebis et la chèvre 


119 


Les embryons placés dans le milieu final sont regroupés par 2 ou 
plus, suivant l'effectif que l'on désire assigner à chaque paillette. 

La paillette est reliée à une seringue d’un millilitre (Photo 28), puis 
une première colonne de milieu (P. B. S. avec la concentration finale en 
cryoprotecteur) est aspirée sur une longueur de 30 à 35 millimètres. 
Après avoir sorti la paillette du milieu, l'opérateur exerce une légère 
dépression sur le piston de la seringue afin de créer une bulle d'air de 5 
à 6 mm. L'extrémité de la paillette est alors placée à proximité des 
embryons de manière à pouvoir aspirer ceux-ci au sein d'une colonne de 
milieu d'environ 30 mm. Une seconde bulle d'air est intercalée avant de 
compléter le remplissage de la paillette jusqu'à ce que le bouchon d'alcool 
polyvinylique soit atteint par le liquide et polymérisé. 

Il ne reste plus qu'à boucher l'extrémité libre de la paillette à l'aide 
de poudre d'alcool polyvinylique ou du jonc portant l'identification. 

12.2.2.3 - Programme de refroidissement et congélation 

L'ensemble du programme est schématisé dans la Figure 24. 


T t*Mri (art ( C ) 
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Dès que le conditionnement des embryons est effectué, la 
paillette est placée dans le congélateur, dont la vitesse initiale de 
refroidissement a été fixée par programmation entre 1 “/minute et 
3°/minute jusqu'à atteindre la température de -7°C. Au cours d'un pallier 
de 10 minutes à cette température (le milieu est en surfusion), la 
cristallisation du milieu extracellulaire est induite, par un refroidissement 
local de la paillette ou de l'ampoule à l'aide d'un objet métallique 
préalablement plongé dans l'azote liquide (Photo 29). Cette opération est 
souvent désignée par le terme anglo-saxon "seeding". Le contact de cet 
objet avec la paillette doit être étroit mais de courte durée (1 à 
2 secondes) et ne pas avoir lieu près des embryons. 

La cristallisation étant induite, la formation progressive de cristaux 
de glace dans le milieu entourant les embryons entraîne une 
augmentation de la concentration en électrolytes de la fraction encore 
liquide de la solution. Cet accroissement de la pression osmotique 
provoque la sortie par diffusion d'une partie de l'eau intracellulaire et 
l’embryon commence sa déshydratation. 

Cette déshydratation progressive se poursuit pendant toute la 
phase de congélation lente qui est réalisée entre -7 et -35 °C 
généralement à la vitesse de -0,3°C/minute. 

PHOTO 29 : Induction de la cristallisation (seeding) 
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A cette température intermédiaire de -35 °C, les cellules 
embryonnaires ont déjà perdu une grande partie de leur eau intracellulaire. 
Prolonger la phase lente du refroidissement et la déshydratation corollaire 
au delà de -50°C exposerait trop les cellules aux effets de solution ; 
d'autre part le degré de déshydratation alors atteint limite déjà 
considérablement le risque lié à la glace. 

C'est pourquoi après un palier de 15 minutes à -35°C, les 
ampoules ou paillettes sont immergées directement dans l'azote liquide 
dont elles atteignent la température (- 1 96 °C) en quelques secondes. 

12.2.2.4 - Stockage dans l'azote liquide 

Les paillettes congelées sont alors immédiatement transférées 
dans le conteneur de stockage et rangées dans le canister dûement 
identifié. Ces paillettes vont séjourner dans l'azote liquide à -196°C 
jusqu'à leur utilisation. On peut aujourd'hui considérer que la durée du 
stockage de l’embryon dans l'azote liquide n'a pas d'effet sur sa survie 
ultérieure (SAKUL étal., 1993). Bien qu'il n'y ait pas d'étude 
systématique de la durée de stockage pour l'embryon ovin ou caprin, les 
études réalisées par GLENISTER et al. (1985), sur l'embryon de souris 
congelé montrent que la survie des embryons n'est pas affectée par la 
durée du stockage, ni par l'irradiation. 

12.2.2.5 - Décongélation et retrait du cryoprotecteur 

Les embryons congelés à -35°C n'étant que partiellement 
déshydratés, une certaine quantité de glace se forme inévitablement dans 
les cellules lors de l'immersion à -196°C. 

Pour éviter qu'à la décongélation ne se produise une 
augmentation destructrice de la taille de ces petits cristaux par accrétion, 
le réchauffement doit être aussi rapide que possible (de l'ordre de 
2000°C/minute). Pour cela, on décongèle les paillettes extraites de 
l'azote liquide en les plongeant directement dans l'eau d'un bain-marie 
chauffée à 37°C, où elles sont maintenues 30 secondes. 

Aussitôt après décongélation, le retrait rapide du cryoprotecteur 
est indispensable à la survie de l'embryon. Cependant, les cellules 
renfermant une concentration élevée de cryoprotecteur ne doivent pas 
être mises directement en présence d'un milieu isotonique : en effet, la 
différence importante de pression osmotique provoquerait une entrée 
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d'eau trop rapide dans la cellule qui risquerait d'éclater. Il est nécessaire 
de procéder à un retrait progressif du cryoprotecteur, de manière à ce 
que les flux sortant de cryoprotecteur et entrant d'eau restent 
compatibles avec la perméabilité de la membrane plasmique. Différentes 
méthodes sont utilisables à cette fin, qui réalisent une réhydratation lente 
des cellules embryonnaires. 

La dilution du cryoprotecteur par étapes est la démarche inverse 
de celle suivie pour l'addition du cryoprotecteur. Les embryons sont 
successivement passés dans des bains de concentrations décroissantes 
en cryoprotecteur (exemple : éthylène-glycol 1,5M puis 1,0M puis 0,5M 
puis OM). La durée de chaque bain est de 5 à 10 minutes. 

Après retrait du cryoprotecteur, la qualité des embryons peut être 
estimée par examen morphologique sous la loupe au grossissement x80. 
Seuls les embryons présentant des contours cellulaires nets seront 
transférés. Des variations cycliques de la turgescence des cellules 
(expansion puis contraction) observées à chaque passage dans un 
nouveau bain sont un critère d'intégrité fonctionnelle des membranes. 

Le taux d'élimination des embryons décongelés à la suite de 
l'évaluation morphologique varie de 10 à 30 % selon les auteurs. 

La survie après transfert des embryons décongelés retenus après 
examen morphologique n'est pas inférieure à la survie d'embryons frais 
de qualité équivalente (embryons caprins frais : 60,4 % v.s. embryons 
congelés : 61,0 % ; Ll et al., 1990). 

La dilution par le sucrose : le principe de cette méthode est 
d'accélérer le flux sortant de cryoprotecteur. La molécule de sucrose de 
poids moléculaire élevé (344) ne pénètre pas dans la cellule par simple 
diffusion ; sa présence dans le milieu créé une augmentation de la 
pression osmotique du milieu extracellulaire, qui appelle une diffusion 
massive de cryoprotecteur depuis le compartiment intracellulaire. 

Les embryons décongelés sont placés directement dans une 
solution de PBS contenant 0,25 à 0,5M de sucrose puis dans 2 ou 
3 bains successifs de PBS avant d'être examinés et transplantés. 

II est possible de réaliser le retrait du cryoprotecteur par le 
sucrose directement à l'intérieur de la paillette selon la méthode mise au 
point chez les bovins (RENARD étal., 1982) et testée depuis pour 
l'espèce ovine. 

Pour cela, lors du conditionnement en paillette avant congélation, 
les embryons aspirés dans une goutte de milieu de congélation (solution 
éthylène glycol 1 ,5 M dans P. B. S. avec 20 % de S.V.F.) sont séparés par 
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deux bulles d'air d'une solution de P. B. S. avec sucrose 0,25 M 
(Figure 25). Après décongélation, la paillette est secouée afin de 
mélanger les fractions des solutions d'éthylène glycol et de sucrose, et 
permettre ainsi la diffusion du cryoprotecteur hors des cellules en 
quelques minutes. 



Les embryons sont ensuite transférés sans sélection préalable, 
après avoir été conditionnés dans un cathéter de silastic relié à une 
seringue d'un millilitre. Suite à l'emploi de cette méthode rapide, 
HEYMAN et al. (1987) ont obtenu un taux de survie des embryons de 
58 %. Dans le cas du transfert par endoscopie, cette technique de 
conditionnement des embryons et de retrait du cryoprotecteur permet de 
transférer directement le contenu de la paillette dans l'utérus sans 
observation ni manipulation de l'embryon donc sans équipement de 
laboratoire. L'utilisation de cette méthode ne peut cependant être 
préconisée dès à présent, il est, en effet, indispensable de vérifier au 
préalable que le volume déposé dans ce cas (contenu de la paillette = 
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0,20 ml) dans la corne utérine n'a pas d'effet néfaste sur la survie des 
embryons. 

Plusieurs auteurs ont comparés ces deux méthodes de dilution du 
cryoprotecteur, les résultats de transfert in vivo montrent que le 
pourcentage de survie des embryons tend à être plus élevé, après 
l’élimination directe du cryoprotecteur par le sucrose plutôt qu'après 
"dilutions par étapes” (Tableau 39 ; HUNTON et ai, 1985; LEGAL 
et al., 1993 ; TERVIT and GOOLD, 1984). 

TABLEAU 39: Pourcentage de survie des embryons après transfert selon 
la méthode de retrait du cryoprotecteur 


Espèce 

Dilution 

Par étapes 

Sucrose 

Auteurs 

Caprine 

39 

60 

LE GAL et ai, 1993 


(36) 

(30) 


Ovine 

40 

55 

TERVIT and GOOLD, 1984 


(75) 

(77) 


Ovine 

55 

65 

HUNTON et al., 1985 


(56) 

(26) 



(): Nombre d'embryons transférés 

12.2.3 - Facteurs de variation du taux de survie après 
congélation progressive - Recommandations 

12.2.3.1 - Le stade de développement des embryons 

La méthode décrite permet de congeler efficacement les 
embryons ovins ou caprins au stade morula compactée ou blastocyste. 

Cependant, la congélation d'embryons caprins au stade 
16 cellules a été réalisée avec succès : 74 % d'embryons transférables 
après décongélation et 40 % de survie après transfert (RAO et ai, 1 988). 
Plusieurs travaux ont cependant montré chez la chèvre, que le taux de 
survie après transfert augmente avec le stade de développement de 
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l'embryon lors de la congélation. Les taux de survie les plus élevés étant 
obtenus pour les blastocystes sortis de la zone pellucide (Tableau 40 ; 
CHEMINEAU et al., 1 986 ; Ll étal., 1990). 

TABLEAU 40: Pourcentage de survie invivo des embryons caprins 
congelés selon leur stade de développement avant congélation 


Stade de développement de l'embryon 


Jeune Blastocyste Blastocyste Auteurs 

Blastocyste expansé sortie de la 

pellucide 



22 


50 

CHEMINEAU et al., 1986 


(45) 


(18) 


20 


62 

67 

Ll et al., 1990 

(10) 


(29) 

(66) 



(): Nombre d'embryons transférés 

A ce stade, les embryons n'étant plus protégés par la zone 
pellucide, ils ne peuvent toutefois être utilisés pour des raisons sanitaires. 

Chez la brebis, la congélation des très jeunes morulas (< J5) 
reste très aléatoire. Même aux stades préconisés pour la congélation (J6- 
J7), le taux d'embryons transférables est plus faible pour les morulas que 
pour les blastocystes (64% vs 81 %; MARTINEZ étal., 1985). II 
semble donc que l'importance des lésions cellulaires provoquées par le 
processus de congélation/décongélation soit directement lié à la taille et 
au nombre de cellules de l'embryon. 

Dans la perspective de la congélation, on programmera donc les 
collectes d'embryons de manière à récolter de préférence des 
blastocystes (J6. 5-7.0 chez la brebis ; J7. 0-8.0 chez la chèvre). 

12.2.3.2 - La qualité des embryons avant congélation 

C'est un facteur important, la congélation ne doit être appliquée 
qu'à des embryons de qualité bonne à excellente, dans ce cas l'espérance 
globale de survie après décongélation n'est que légèrement inférieure 
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(10 %) au taux de survie obtenu après transfert direct, sans congélation. 
Au contraire, si l'embryon est de qualité moyenne ou médiocre avant 
congélation, la perte de viabilité va être amplifiée par la cryoconservation 
et le taux de survie sera très médiocre. 

A notre connaissance, il n'existe pas d'étude systématique chez 
les ovins et caprins, mais on peut considérer que ce facteur qualité joue 
le même rôle que pour la congélation des embryons bovins. En effet, il a 
été montré chez cette espèce (RENARD, 1984) que la perte de viabilité 
liée à la congélation pour le blastocyste est de 9 % pour les embryons de 
classe 1 (excellent), 30 % pour les embryons de qualité 2 (moyens) et 
57 % pour les embryons de classe 3 (médiocre). 

12 . 2 . 3.3 - L'effet " donneuse " 

L'origine génétique de la donneuse semble avoir un rôle sur 
l'aptitude de l'embryon à être congelé. Cet effet, qualifié d' "effet 
donneuse” démontré chez les bovins, existe également chez les ovins 
puisque les taux de survie des embryons congelés dans les mêmes 
conditions peuvent varier de 0 à 78 % selon les donneuses (HEYMAN 
et al., 1987). Les raisons de ces variations ne sont pas connues. 

12 . 2.4 - Perspectives ouvertes par la vitrification 

La procédure de congélation lente qui est appliquée pour la 
cryoconservation des embryons requiert un matériel coûteux et un temps 
de réalisation relativement long (environ 2 heures). Elle vise à déshydrater 
progressivement la cellule et limite la formation de cristaux de glace 
intracellulaire. Il existe une nouvelle approche de la congélation sans 
formation de cristaux de glace : c'est la vitrification. 

Le principe de la vitrification consiste à soumettre les embryons 
à des concentrations très élevées de cryoprotecteurs, à l'effet 
d'augmenter fortement la viscosité des milieux intra et extracellulaires. 
Dans cette situation, il est possible de refroidir très rapidement les 
embryons avec passage de l'état liquide à l'état vitreux (glace amorphe) 
sans formation de cristaux. Les vitesses très rapides de refroidissement 
(1000 â 2000°c/minute) nécessaires avec cette méthode, sont obtenues 
en immergeant directement la paillette dans l'azote liquide. 

La congélation par vitrification ne nécessite ainsi aucun appareil 
coûteux de congélation. 
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La vitrification a été mise au point sur les embryons de souris, de 
lapins et de bovins, et a été plus récemment testée sur les embryons des 
ovins et caprins (GADJA et al., 1989 ; YUSWIATI and HOLTZ, 1990). 

En pratique, l'embryon est d'abord équilibré à +20°C pendant 
10 minutes, dans un mélange de Glycérol (10 %) et propylène glycol 
(20 %) en solution dans le PBS additionné de 10 % de S.V.F. (SZELL 
étal., 1990) ou de 6 % de B. S. A. (SCHIEWE étal., 1990), puis placé 
pendant un temps très court (1 minute) dans le mélange à forte 
concentration (glycérol 25 % + propylène glycol 25 %). Il est alors 
immédiatement conditionné en paillette. Chaque paillette est directement 
plongée dans l'azote liquide à -196°C. 

Pour la décongélation, les pailleftes sont plongées dans un bain 
d'eau à +20°C, puis le contenu est expulsé dans une solution de 
sucrose (IM dans le PBS) pour une durée de 10 minutes, permettant le 
retrait des cryoprotecteurs. Les embryons sont ensuite réhydratés par 
passage dans deux bains successifs de P. B. S. avec sérum et leur qualité 
est estimée au stéréomicroscope avant de procéder à la mise en place 
chez les receveuses. 

Cette méthode de cryoconservation des embryons encore récente 
n'est pratiquée qu’à titre expérimental et peu des résultats ont été 
obtenus. 

Les essais effectués par SZELL étal. (1990), chez la brebis, 
montrent un taux de survie de 11 % (4/35) et de 32% (6/19) 
respectivement pour les morulas et les blastocystes ainsi conservés. 

Bien que de tels résultats puissent être considérés comme 
encourageants compte-tenu de la simplification de la méthode, ils restent 
cependant très insuffisants pour une utilisation du procédé de vitrification 
en routine. 

Cette méthode de vitrification n'est pas encore maîtrisée mais elle 
ouvre des perspectives intéressantes pour la congélation d'embryons plus 
"fragiles" pour lesquels la méthode de congélation progressive n'est pas 
ou peu efficace, en particulier les embryons de stade très précoce en 
début de segmentation ou les embryons micromanipulés. 
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13 - LA DUPLICATION DE L'EMBRYON CHEZ LA 

BREBIS 


L'un des principaux facteurs limitant l'efficacité du transfert 
embryonnaire est le nombre d'embryons produits par femelle donneuse. 

En effet, après traitement de superovulation, la brebis ne produit 
pas plus de 5 à 6 embryons, en moyenne, aptes à être transplantés, soit 
3 à 4 agneaux nés après transplantation, à peine plus du double que dans 
les conditions naturelles. 

Les méthodes visant à produire deux agneaux à partir d'un seul 
embryon sont développées dans le but d'augmenter ce rendement. 

13.1 - Production d'individus monozygotes à partir de 

BLASTOMÈRES D'EMBRYONS AUX PREMIERS STADES DE DIVISION 

Certaines équipes ont cherché à tirer partie d'expériences 
réalisées chez la souris par KELLY en 1975. Aux touts premiers stades 
du développement embryonnaire, bien avant l'implantation, toutes les 
cellules (ou blastomères) d'un même embryon sont totipotentes, c'est à 
dire que chacune d'entre elles est capable, quand on l'associe à d'autres 
cellules dans des embryons chimères, de se différencier et de contribuer 
à la formation de tous les tissus du foetus et des annexes embryonnaires. 

Partant de ce constat, les cellules d'un jeune embryon encore 
dans sa zone pellucide sont isolées par micromanipulation. Chaque cellule 
est alors cultivée séparément à l’intérieur d'une zone pellucide hôte de 
façon â obtenir de nouveaux embryons génétiquement identiques. Chez 
les ovins, cette méthode a permis de produire des agneaux jumeaux à 
partir d'embryons prélevés aux stades 2, 4 et 8 cellules (WILLADSEN, 
1980). 

L'obtention de deux individus à partir d'un seul embryon semble 
être une limite, mais exceptionnellement, des triplés ont été obtenus à 
partir de blastomères isolés d'embryons de 4 cellules, et un groupe de 
quadruplés à partir de paires de blastomères d'un embryon à 8 cellules 
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(WILLADSEN, 1981). 

Ce dernier résultat montre que l'on peut augmenter le nombre 
d'animaux produits en isolant des amas de cellules à partir d’embryons 
manipulés à des stades plus avancés. 

Cette méthode originale est relativement complexe (Figure 26). 

Tout d’abord, pour obtenir un développement normal, il faut que 
l'embryon ainsi créé soit constitué d'un nombre suffisant de cellules au 
moment de la première différenciation cellulaire, au stade blastocyste 
(normalement atteint après six divisions cellulaires chez la brebis). 

Or, suite au prélèvement au stade 4 cellules d'un seul blastomère, 
donc après la deuxième division de l'embryon d'origine, on obtiendra un 
blastocyste après seulement 4 divisions qui aura seulement 16 cellules 
au lieu de 64 normalement. 

Bien que des naissances de jeunes viables aient pu être obtenues 
à partir de boutons embryonnaires réduits de moitié, cette méthode 
diminue les chances d'un développement normal, et nécessite une grande 
technicité et de nombreuses manipulations. 

En effet, quelques cellules isolées dans la zone pellucide, ou 
replacées dans une zone pellucide largement ouverte, sont incapables de 
se développer in vivo. Ceci est dû au fait que la zone pellucide protège 
normalement l'embryon au cours des premières divisions, et empêche la 
dispersion des blastomères, dont la cohésion n'est pas encore bien 
établie. Pour protéger cet embryon, la procédure consiste à l'inclure dans 
un cylindre d'agarose jusqu'à un stade plus avancé (Figure 26). 

Enfin chez les ovins, le jeune embryon se développe mal au-delà 
de 8-16 cellules dans les conditions de culture in vitro. Il est donc 
nécessaire de transplanter les embryons ainsi reconstitués et inclus dans 
l'agarose, dans l'oviducte d'un hôte intermédiaire. Ceux-ci devront être 
récupérés quelques jours plus tard, au stade morula ou blastocyste, afin 
de les extraire du manchon d'agarose. Ils seront alors transplantés, cette 
fois définitivement dans l'utérus d'une femelle porteuse qui en assurera 
le développement jusqu'à la mise-bas. 

On voit donc que cette méthode est trop compliquée pour être 
utilisable dans la pratique courante. 

Une autre approche a permis de simplifier notablement la 
procédure de duplication embryonnaire. 
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13.2 - Production de jumeaux monozygotes par duplication 
D'EMBRYONS AUX STADES MORULA ET BLASTOCYSTE 

Une autre méthodologie, plus simple, permettant théoriquement 
de doubler le nombre d'embryons disponibles d'un animal donneur, a été 
utilisée chez les bovins dont le développement embryonnaire précoce est 
très voisin de celui des ovins. Elle a consisté à couper en deux des 
embryons au stade morula compactée (OZIL et al.. 1982), puis 
blastocyste (OZIL, 1 983). Dans les deux cas, des naissances gémellaires 
ont été obtenues, démontrant ainsi qu'un début de différenciation 
cellulaire ne constitue pas un obstacle à la section et à un développement 
ultérieur des deux moitiés obtenues. 

A son origine, la méthode comprenait les étapes suivantes : 

- la zone pellucide est ouverte à l'aide de micromanipulateurs, 

- l'embryon est extrait délicatement, 

- avec deux fines aiguilles de verre, il est partagé en deux parties 
égales, qui sont réintroduites l'une dans la zone pellucide d'origine, et 
l'autre dans une zone pellucide étrangère. 

A ces stades, il est apparu qu'il n'était pas nécessaire d'assurer 
la protection de l'embryon par enrobage dans l'agarose, ainsi que le 
transfert dans l'oviducte d'un animal intermédiaire. 

L'utilisation d'un microscalpel en métal plutôt qu'une aiguille en 
verre facilite la section des blastocystes dans lesquels la cohésion entre 
cellules est très forte. 

Une technique comparable, appliquée à des embryons de brebis 
aux stades morula et blastocyste à J6, J7 et J8 a permis à GATICA 
(1984) et WILLADSEN et al. (1984), d'obtenir 94 % d'agneaux nés par 
rapport au nombre d'embryons de départ (Tableau 41). 

Une simplification importante de la méthode a été apportée par 
VOELKEL et al. (1984), qui a montré que des demi-embryons provenant 
de morula compactes ou blastocystes, n'avaient pas besoin d'être 
réinsérés dans une zone pellucide pour se développer in vivo. 

La bissection des blastocystes éclos à J9 et J10 permet 
l'obtention d'agneaux, avec une efficacité élevée à ce dernier stade 
(Tableau 42 ; CHESNE et al., 1987). Ceci peut s'expliquer par le fait 
qu'une sélection naturelle s'opère. Au moment de son prélèvement à 
J 10, l'embryon a déjà franchi l'étape critique qu'est la formation du 
blastocyste. De plus, l'appréciation de la normalité morphologique d'un 
embryon est plus pertinente à J10 qu'à J6. 
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TABLEAU 41: Résultat de bissection et transfert d'embryons de brebis 
à J7 (GATICA et al., 1984) 


Nb d'embryons coupés 

17 



Nb de 1/2 embryons transplantés 

34 



Nb de brebis receveuses 

17 



Nb de brebis ayant mis-bas 

9 

(52,9 

%) 

Nb de paires de jumeaux 

7 

(77,8 

%) 

Nb d'agneaux simples 

2 

(22,2 

%) 

Efficacité’ 

16 

(94,0 

%) 


TABLEAU 42: Résultats de bissection et transfert chez la brebis par 
rapport à l'âge des embryons (CHESNE et al., 1 987) 



J8 

J9 

J10 

Total 

Nb d'embryons coupés 

12 

1 1 

16 

39 

Nb de brebis receveuses 

12 

1 1 

16 

39 

Nb de mises-bas 

7 

(58 %) 

8 

(73 %) 

13 

(81 %) 

28 
(72 %) 

Nb de paires de jumeaux 

5 

5 

8 

18 

Nb d'agneaux simples 

2 

3 

5 

10 

Nb total d'agneaux 

12 

13 

21 

46 

Efficacité 1 

100 % 

1 18 % 

131 % 

1 18 % 


1: Nombre d'agneaux nés pour 100 embryons coupés 
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Des tentatives de divisions en quatre de morulae compactées, par 
cette méthode, n'ont jusqu'à présent abouti qu'à la naissance de deux 
jeunes au maximum, et ceci avec un rendement très faible. L'explication 
probable est que le nombre de cellules de chaque "quart" d'embryon ainsi 
produit est trop faible. De plus il faut savoir que la coupe en elle-même 
lèse environ 10 % des cellules. 

Ces simplifications successives ont aboutit à la méthode que nous 
utilisons aujourd'hui. 

13.3 - Description de la méthode simplifiée de duplication 

Dans sa définition actuelle, la méthode simplifiée que nous 
proposons nécessite l'équipement et les précautions suivantes. 

13.3.1 - Microscope 

Un petit microscope inversé, avec platine mobile, est tout à fait 
adapté pour ce travail. 

Un faible grossissement (X 50) permet de placer les embryons 
aisément dans le champ. 

Un grossissement moyen (X 80) est l’optimum pour les 
positionner correctement, et couper dans de bonnes conditions. 

Un stéréomicroscope, à grossissement égal, n’est pas assez 
performant par rapport à un microscope, pour permettre d'effectuer un 
travail correct. 
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PHOTO 30 : Micro-instruments en position de travail 
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13.3.2 - Micromanipulateurs 

Deux micromanipulateurs placés de part et d'autre de la platine du 
microscope sont nécessaires : 

- l'un supporte une micropipette servant à positionner et maintenir 
l'embryon, 

- l'autre permet de manipuler le microscalpel (Photo 30). 

Dans notre laboratoire, nous utilisons des micromanipulateurs De 
Fombrune (C.I.T. Alcatel) : 

- soit deux micromanipulateurs de type "A", 

- soit un micromanipulateur de type "A" et un micromanipulateur 
de type "B". 

Le type "B”, moins coûteux, est suffisant pour contrôler les 
mouvements de la micropipette de maintien, ce qui ne nécessite pas une 
grande précision. 

Le maniement de ces appareils requiert un minimum d'entraînement 
et de pratique. 

13.3.3 - Micro-instruments 

- Pipette de maintien : elle est fabriquée à partir d'un tube capillaire 
en verre (Phymep 100T10) préalablement étiré afin d'en réduire la 
section, à l'aide d'un appareil (étireuse), ou manuellement, à la flamme. 
Elle est rodée à son extrémité et coudée : diamètre externe 100 à 
1 50 pm, diamètre interne 30 à 80 pm. 

Ce façonnage peut être réalisé avec une microforge (De Fombrune, 
C.I.T. Alcatel). Ce matériel est cependant coûteux, et il est possible 
d'effectuer ce travail à la flamme de la veilleuse d'un Bec Bunsen. 
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La micropipette est reliée à la bouche par un tube souple, et permet 
de positionner et maintenir l'embryon, par légère aspiration. 

- Micro-scalpel : c'est un éclat d'une lame de rasoir, chirurgicale 
(Moria, Paris, Réf. 11082), collée sur une tige en acier inoxydable 
(Figure 27). 

13.3.4 - Principales manipulations à effectuer 

Les embryons sont placés, à température ambiante, dans une boîte 
de Pétri polystyrène contenant un milieu de conservation : P. B. S., 
supplémenté avec 1 5 % de sérum de veau foetal, ou avec 2 % de 
B. S. A.. 

Ils sont positionnés et maintenus par la pipette de façon à partager 
en deux parties égales le bouton embryonnaire et le trophoblaste, dans 
le cas de blastocystes. 

Le micro-scalpel est réglé préalablement de façon à ce que le fil 
coupant soit parallèle au fond de la boîte, et qu'il laisse sur ce fond une 
coupe franche et la plus fine possible. 

En abaissant la lame verticalement, l'embryon est coupé, 
directement au travers de la zone pellucide s'il n'est pas encore éclos 
(Photo 31 a-31 b). 


PHOTO 31a 

Bissection d'un 
embryon au stade 
blastocyste: embryon 
et pipette 
de maintien 
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Cette opération ne dure que quelques minutes. 

Il est aussi possible de n'utiliser qu'un seul micromanipulateur, 
supportant le scalpel. Dans ce cas, les opérations de positionnement et 
de bissection seront nettement plus délicates. 

Après hémi-section, les demi-embryons seront transplantés 
immédiatement, sans réintroduction dans une zone pellucide vide, dans 
l'utérus d'une brebis receveuse synchronisée. 

L'intervalle de temps collecte-transfert ne devrait pas excéder deux 
heures. 


PHOTO 31b 

Bissection d'un 
embryon au stade 
blastocyste: le 
bouton 

embryonnaire et le 
trophoblaste sont 
partagés en deux 
parties égales. 



13.4 - Choix des embryons et facteurs affectant la survie du 

DEMI-EMBRYON 

Seuls les embryons ayant atteint au moins le stade morula 
compacte, c'est-à-dire à partir de J6, ont un potentiel de développement 
suffisant pour supporter la bissection. Le choix du stade au moment de 
la duplication est motivé par les impératifs de production et de gestion du 
stock d'embryons disponibles. Par exemple, dans le cas où la congélation 
d'embryons surnuméraires par rapport aux possibilités de transfert est 
envisagée, les stades J6 à J7.5 seront retenus. 

Dans tous les cas, les meilleurs résultats sont obtenus à partir 
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d'embryons d'excellente qualité, morphologiquement normaux pour leur 
âge. 

Une courte période de culture (quelques heures) après bissection 
et avant le transfert, permet un gonflement de la cavité blastocoelique. 
Mais elle n'apporte pas de renseignements objectifs sur la viabilité, et 
l'utérus de la brebis constitue encore le meilleur environnement pour 
assurer un développement. 

Les receveuses à ovulations multiples semblent assurer une 
meilleure survie embryonnaire que les receveuses à ovulation unique. 

D'autre part, les taux de réussite ne différent pas significativement 
selon qu'une seule moitié ou deux moitiés d'embryons sont transférées 
par brebis (SZELL and HUDSON, 1991 ; Tableau 43). 

TABLEAU 43: Effet du nombre de 1/2 embryons transplantés par brebis 
receveuse (embryons à J7) (SZELL and HUDSON, 1991) 


Nb de brebis receveuses 
Nb de brebis ayant mis-bas 
Nb d'agneaux par 1/2 embryon 
Nb d'agneaux par embryon 
Nb de paires de jumeaux 


Embryon/receveuse 


1/2 

32 

1 7/32 (53 %) 
17/32 (53 %) 
17/16 (106 %) 
4 (25 %) 


2X1/2 

19 

11/19 (58 %) 
17/38 (45 %) 
17/19 (89 %) 
6 (32 %) 


13.5 - APPLICATION A L'ESPECE CAPRINE 

La méthode de duplication décrite pour les embryons ovins est 
transposable aux embryons caprins. Chez cette espèce, les données 
disponibles sont moins nombreuses que chez les bovins et les ovins. 
Cependant, plusieurs auteurs ont démontré la faisabilité, avec des 
résultats tout à fait intéressants (TSUNODA et al., 1985 ; UDY, 1987 ; 
ZHANG YONG et al., 1988). 

Comme chez les ovins, les meilleurs rendements sont obtenus 
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avec des embryons au stade "blastocyste éclos". 

13.6 - Conclusion 

Bien que peu utilisée, y compris chez les bovins, la technique de 
duplication d'embryon par hémi-section est opérationnelle et efficace. Elle 
permet d'augmenter significativement le nombre de jeunes nés. 

Elle nécessite cependant un minimum de matériel 
(micromanipulateurs), et un peu d’entraînement. Cette technique 
s'intégre parfaitement aux programmes de transplantation embryonnaire 
dans un but de sélection. D'autre part, les vrais jumeaux ainsi produits 
à partir d'un seul embryon, peuvent être d'un grand intérêt pour 
l'expérimentation. Rappelons que naturellement, ils sont très rares (moins 
de 1 % des naissances gémellaires). Ils permettent de réduire l'effectif 
des lots expérimentaux. 

Une autre technologie récente permettant la multiplication des 
embryons progresse actuellement : le clonage par transfert de noyaux. 

Elle consiste à dissocier un embryon "donneur" au stade morula, 
et à greffer chacune de ses cellules sur des ovocytes "receveurs" 
énucléés. On peut ainsi reconstituer, théoriquement, 32 embryons 
identiques à partir d'une morula de 32 cellules. 

Chez les mammifères, les premières naissances après transfert 
nucléaire ont été obtenues dans l'espèce ovine en 1986 (WILLADSEN, 
1986). Dans notre laboratoire (I.N.R.A. Jouy-en-Josas), cette approche 
est développée avec succès chez trois espèces : brebis, lapine, vache 
(CHESNE et al., 1993). 

Le clonage par transfert nucléaire est une technique prometteuse 
mais les rendements actuels sont encore trop faibles pour une application 
économiquement rentable chez les ovins. 
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14 - MESURE DES RESULTATS DE LA 
TRANSPLANTATION EMBRYONNAIRE 


14.1 - Critères d'élavuation des résultats 

La transplantation embryonnaire comporte plusieurs grandes 
étapes bien distinctes : production, conservation et transfert des 
embryons. Pour rendre compte de l'efficacité de cette méthode, on doit 
donc faire appel à autant de critères différents d'évaluation des résultats. 

Pour l'éleveur et l'équipe qui assurent la production d'embryons, 
le critère principalement retenu est le nombre moyen d'embryons 
utilisables par femelle donneuse. 

Pour l'acheteur d'embryons congelés et l'entreprise qui réalise la 
transplantation, les résultats pris en compte sont le pourcentage 
d'embryons transférables après décongélation, le taux de gestation et de 
mise-bas et la proportion de foetus ou de produits nés par rapport aux 
embryons transférés (% de survie embryonnaire). 

Enfin, quand la production et le transfert ont lieu au sein du même 
élevage, le résultat global des opérations pourra être exprimé comme le 
nombre de produits nés par donneuse traitée. 

14.2 - Les diagnostics de gestation 

Les procédés permettant le diagnostic précoce de l'état 
gestationnel des petits ruminants présentent un intérêt accru lorsqu'ils 
sont appliqués aux receveuses d'embryons. 

L'éleveur peut séparer précocement les receveuses gestantes des 
vides, et l'entreprise qui réalise le service de la transplantation peut 
établir une facturation équitable des opérations en connaissant le taux de 
réussite. 

Parmi les méthodes utilisables, le contrôle du retour en oestrus et 
la palpation abdominale des receveuses ne nécessitent certes aucun 
équipement, mais en contrepartie leur efficacité s'avère insuffisante. 
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Les méthodes "technologiques" développées pour diagnostiquer 
avec la meilleure certitude l'état gestationnel et le nombre de foetus 
semblent particulièrement indiquées dans le cas des receveuses 
d'embryons. On dispose actuellement de plusieurs procédés biochimiques 
(dosages de progestérone, oestrogènes et P. S. P. B.) ou physiques 
(détection physique du foetus par échotomographie ou effet Doppler) qui 
ont maintenant une efficacité reconnue. 

14.2.1 - Retour en oestrus/palpation manuelle 

Le retour en oestrus après transfert indique généralement que la 
femelle n'est pas gestante. Cependant, chez la chèvre, des 
manifestations d'oestrus pendant la gestation ont été décrites ; toutes les 
femelles présentant après transfert un comportement évoquant l'oestrus 
ne sont pas forcément vides. D'autre part, toutes les femelles n'ayant 
pas montré de signe d'oestrus après transfert ne sont pas forcément 
gestantes ; en particulier si l'on se place durant l'anoestrus saisonnier, la 
majorité des femelles non gestantes ne présenteront d'oestrus qu’à la 
saison sexuelle suivante, soit plusieurs semaines à plusieurs mois plus 
tard. Suivant la saison, le non-retour en oestrus constitue donc un 
diagnostic relatif voire inopérant de l'état gestationnel. 

En raison de la variabilité inter-individuelle de la durée du cycle 
sexuel (CHEMINEAU et al., 1991) et de l'oestrus, on devra procéder à 
une détection bi-quotidienne des chaleurs entre les 1 5ème et 
19ème jours chez la brebis et entre les 17ème et 23ème jours chez la 
chèvre. Les conditions pratiques de la détection de l'oestrus sont 
identiques à celles décrites pour les donneuses et les receveuses avant 
la transplantation embryonnaire (Voir : "Détection de l'oestrus"). 

La palpation manuelle de l'abdomen ne permet de détecter la 
présence de foetus qu'à partir des 3ème ou 4ème mois de gestation. De 
plus, la pratique de cet examen nécessite un bon entraînement, et sa 
fiabilité reste dépendante de l'opérateur. L'examen consiste à déceler la 
présence de foetus dans la poche du liquide amniotique, en exerçant avec 
la main gauche une pression sur la partie gauche de l'abdomen afin de 
repousser le foetus en direction de la main droite positionnée sur la partie 
opposée. 


Copyrighled material 



Transplantation Embryonnaire chez la brebis et la chèvre 


143 


14.2.2 - Techniques biochimiques 
14.2.2.1 - Dosage de la progestérone 

La prosgestéronémie 18-1 9 jours (brebis) (SAUMANDE et 
THIMONIER, 1972) ou 21-22 jours (chèvre) (CHEMINEAU et al., 1982) 
après l'oestrus permet de différencier les femelles gestantes possédant 
des corps jaunes de gestation, des femelles vides ayant subi la lutéolyse 
cyclique (Figure 28). 



Figire 2 8 P r o ge i t é r o • i e cfcei ut chèvre dirait If cycle senti pin la gestslioi 

( CHEMINEAU *i ol 198 2) 


Dans le cas h olus courant d'une transplantation embryonnaire 
effectuée le 7ème jou i cycle sexuel, le prélèvement pour dosage de 
la progestérone doit donc être effectué 1 1 à 1 2 jours après transfert chez 
la brebis et 14 à 15 jours chez la chèvre. 

Les femelles présentant alors un faible niveau de progestérone 
(< 1 ng/ml de plasma) sont diagnostiquées non gestantes. Dans ce sens, 
l'exactitude du diagnostic est excellente, puisque plus de 98 % des 
brebis ou chèvres diagnostiquées vides ne mettent pas bas. 

Les femelles dont la progestéronémie est significativement 
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supérieure sont présumées gestantes. Cependant seulement 75 à 90 % 
d'entre elles mettent bas ; de fait l'exactitude du diagnostic dans ce sens 
n'est pas absolue (possibilités d'avortements ultérieurs) et des variations 
importantes de cette exactitude sont constatées entre races, troupeaux, 
saison et année (JARDON et al., 1 984). 

Le dosage de la progestérone après le moment virtuel de la 
lutéolyse suivant le transfert doit donc être considéré comme un bon 
diagnostic de non-gestation. 

Au delà de la période critique évoquée (soit après le 19ème jour 
chez la brebis et le 22ème jour chez la chèvre), la mesure de la 
progestérone peut encore permettre de discriminer les femellçs gestantes 
et non-gestantes. Si ce diagnostic est pratiqué en saison sexuelle, 
3 prélèvements sériés seront alors nécessaires, espacés de 6 jours chez 
la brebis et 7 jours chez la chèvre. Seules les femelles présentant un 
niveau élevé de progestérone dans chacun des 3 prélèvements seront 
déclarées gestantes. 

Le niveau de progestérone peut être déterminé aussi bien dans le 
sérum ou le plasma sanguin (SAUMANDE et THIMONIER, 1972) que 
dans le lait (de MONTIGNY état., 1982), par dosage radio- 
immunologique ou immuno-enzymatique (VAN DE WIEL and KOOPS, 
1 986). Le dosage radio-immunologique est pratiqué en routine depuis de 
nombreuses années, dans plusieurs pays, mais il nécessite un équipement 
de laboratoire très coûteux. La technique immuno-enzymatique (ELISA) 
est en cours de développement. Ce dosage, effectué sans extraction de 
progestérone du plasma est rapide et réalisable avec peu de matériel. 

Afin d'éviter que la progestérone soit dégradée par les enzymes 
endogènes, les prélèvements de sang ou de lait doivent être conservés 
avant leur dosage à +4°C à +8°C. Pour une durée de conservation 
supérieure à 3 à 4 jours, les échantillons de plasma, sérum ou lait sont 
congelés à -20°C. 

14.2.2.2 - Dosage des oestrogènes 

Une quantité importante d'oestrogènes est sécrétée par le 
placenta lorsqu'il est suffisamment développé (TERQUI et DELOUIS, 
1 975). Après 1 00 jours de gestation, le dosage des oestrogènes dans le 
plasma sanguin permet ainsi de déterminer si la femelle est gestante. 
Lorsque ce dosage a lieu entre 1 00 et 1 1 0 jours de gestation, la mise-bas 
a lieu pour 99 % des brebis diagnostiquées gestantes (oestrogènes 
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>0,3 ng/ml) et l'absence de mise-bas est constatée pour 84 % des 
femelles diagnostiquées non gestantes. 

La détermination du niveau circulant d'oestrogènes à 100 jours 
peut donc être considérée comme un bon diagnostic tardif de gestation. 
De plus, ce test peut être interprété de manière à prédire le poids total de 
la portée, et donc indirectement, le nombre de foetus. 

14.2.2.3 - P.S.P.B. ( Prégnant Spécifie Protein B) ou P. A. G. 
(Prégnant Associated Protein) 

Ces protéines d'origine placentaire sont sécrétées par les cellules 
binucléées du trophoblaste, quelques jours seulement après la 
fécondation, mais cette sécrétion est alors irrégulière et assez faible. A 
partir du 25ème jour, la quantité sécrétée par millilitre de plasma sanguin 
devient régulière et permet de déterminer par dosage radio- 
immunologique, les femelles gestantes et non-gestantes. 

Cette méthode de diagnostic de gestation encore récente, est peu 
utilisée en routine. Des résultats expérimentaux obtenus chez la brebis et 
chez la chèvre, à partir d'un dosage effectué au 35ème jour de gestation 
montrent une exactitude proche de 100 % pour les diagnostics positifs 
et négatifs (HUMBLOT, 1992 ; BENITEZ ORTIZ, 1992). Dans le cas des 
chèvres pseudogestantes, qui représentent en moyenne 3 à 4 % des 
femelles, le diagnostic de gestation positif donné par le dosage de 
progestérone est erroné. Par contre, on ne détectera ni P.S.P.B., ni 
P. A. G. chez ces animaux. 

Le dosage des protéines trophoblastiques vers 30 jours apparait 
donc comme une méthode théoriquement très fiable de diagnostic de 
gestation ou de non-gestation chez les petits ruminants. 

14.2.3 - Techniques biophysiques 

Leur principe commun est la modification différentielle par les 
tissus vivants de la fréquence d’ultrasons émis vers ces tissus. Des 
ultrasons sont émis à une fréquence constante (3 à 5,5 MHz) en direction 
d'organes fixes ou mobiles. La modification de fréquence des ultrasons 
réfléchis est analysée comme l'interférence soit avec un liquide en 
mouvement (effet Doppler), soit avec des tissus de densité différente 
(échoscopie ou échotomographie). 
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14.2.3.1 - Effet Doppler 

On enregistre la différence de fréquence des ultrasons émis et 
réfléchis en présence d'un ensemble mobile : le flux sanguin foetal. 

La sonde qui émet et reçoit les ultrasons est appliquée sur la zone 
abdominale médiane, antérieurement à la mamelle. L'appareil convertit les 
variations de la différence des fréquences en signaux audibles 
reproduisant le rythme cardiaque foetal et maternel. 

L'exactitude du diagnostic augmente avec le stade de la 
gestation, et ne peut être considérée comme satisfaisante qu'à partir du 
70ème jour (BOSC, 1971 ; Tableau 44). Cette technique qui nécessite 
une grande expérience de la part de l'opérateur est actuellement peu 
pratiquée. 

TABLEAU 44: Evolution de l'exactitude du diagnostic de gestation par 
effet Doppler et ultrasons au cours de la gestation chez la brebis. 

(BOSC, 1971) 


Stades de 


gestation 

43-49è jour 

58-62è jour 

67-73Ô jour 

87-90è jour 

108-1 19è jour 

Nombre de 

14 

27 

75 

55 

57 

femelles 






Exactitude 1 

57,1 

74,0 

85,3 

92,7 

100 

<%) 







1: Exactitude = nombre total de diagnostics exacts x 100 
nombre total de diagnostics 


14.2.3.2 - L'échoscopie d’ultrasons 

La modification de fréquence enregistrée correspond à 
l'interférence avec la poche de liquide amniotique. 

Le transconducteur est placé sur l'abdomen près de la mamelle 
et orienté en direction de l'utérus. L'appareil convertit la différence de 
fréquence réfléchie en présence du liquide amniotique en un signal sonore 
ou lumineux. 

A partir du 65ème jour de gestation, l'exactitude du diagnostic 
atteint 90 % pour les brebis présumées gestantes et 76 % pour celles 
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jugées vides (JARDON et al., 1984). 

Une mauvaise orientation de la sonde, en direction de la vessie 
peut conduire à une erreur de diagnostic. De plus, les cas de 
pseudogestation observés plus particulièrement chez la chèvre conduisent 
également à un diagnostic de gestation erroné, lié à la présence d'une 
quantité plus ou moins importante de liquide dans l'utérus. 

14.2.3.3 - L'échographie d'ultrasons (Echotomographie) 

(Photo 32) 

La différence des fréquences réfléchies aux interfaces entre tissus 
de densités différentes est traduite en images qui permettent de visualiser 
entre autres choses le foetus dans le liquide amniotique. La détection 
d'un foetus est possible à partir du 32ème jour de gestation, et le nombre 
de foetus présents peut être déterminé entre le 40 et 50ème jour. 

La sonde reliée à l'échographie est appliquée soit par voie externe 
(sur la paroi abdominale dans le creux de l'aine à proximité de l'attache 
de la mamelle), soit dans le rectum (BOTERO-HERRERA et al., 1984). 

PHOTO 32 : Diagnostic de gestation par échotomographie 
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Pour un opérateur expérimenté, le temps nécessaire au diagnostic 
est le plus souvent inférieur à 30 secondes. La contention des animaux 
est souvent le facteur limitant la rapidité de cette intervention. Dans le 
cas d'un chantier bien organisé, près de 1 50 brebis peuvent être 
examinées en une heure (LEVY et al., 1990). 

Chez la brebis, l'exactitude des diagnostics de non-gestation et 
de gestation effectués par échotomographie 37 jours après insémination 
est respectivement de 100 % et 88 % (JARDON et al., 1984). 

Chez la chèvre, l'exactitude des diagnostics négatifs et positifs 
est respectivement de 90 et 97 % pour un examen réalisé 28 à 31 jours 
après insémination (BELLEY et al., 1986). 

Malgré le coût élevé d'un échographe, cette méthode est 
actuellement la plus utilisée pour le diagnostic de gestation chez les petits 
ruminants, en raison de sa facilité d'utilisation, de son efficacité et de son 
faible coût par femelle (3 à 8 Francs). L'échotomographie connaît en 
France un développement très important, plus de 250 000 brebis ont 
ainsi fait l'objet d'un diagnostic de gestation durant l'année 1988 
(JARDON et BRICE, 1989). 
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15 - EQUIPEMENTS ET PRODUITS 


La mise en oeuvre de la transplantation embryonnaire chez les 
petits ruminants nécessite un équipement spécifique, plus fourni que celui 
dont dispose toute équipe de transfert bovin. L'utilité de certains 
matériels dépend bien sûr des options techniques retenues, tandis que 
d'autres seront obligatoires dans tous les cas. 

15.1 - Matériel d'élevage 

Bien qu'en général il ne diffère pas du matériel traditionnel, les 
fréquentes manipulations des animaux liées aux différentes interventions 
impliquent de disposer d'un matériel efficace pour la contention et 
l'identification des animaux : 

- barrières amovibles pour constituer rapidement et sans difficulté 
des lots de femelles recevant un même traitement, 

- aménagement évitant toute agitation des animaux lors des 
interventions (injections, etc...) : couloir ou coral, 

- pince et boucles d'oreille (Allflex) pour une identification aussi 
aisée que possible des animaux lors des manipulations. 


PHOTO 33 : Pince pour la pose de boucle d'oreille (boucle ALLFLEX) 
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Lorsque la détection de l’oestrus est effectuée pour un mâle 
entier, un tablier de "rut" ou un sac attaché autour du poitrail en arrière 
des membres antérieurs et laissé pendant jusqu'au sol est indispensable. 

15.2 - MISE EN PLACE DES TRAITEMENTS HORMONAUX 


PHOTO 34 : Applicateur 
d'éponge vaginale 
(INTERVET) 



- applicateur d'éponges vaginales (INTERVET) (Photo 34) de 
C.I.D.R. ou d'implants sous cutanés, 

- seringues de différentes capacités pour l'injection des produits 
hormonaux, 

- aiguilles d’injection, 
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- éponges vaginales imprégnées de F. G. A. (INTERVET) ou de 
M.A.P. (UPJOHN), ou C.I.D.R. imprégnés de progestérone (AHI 
Plastic Moulding) ou implants sous-cutanés de Norgestomet 
(INTERVET), 

- analogue de PgF2 (cloprosténol, PITMAN-MOORE), 

- hormones pour la stimulation ovarienne : PMSG (INTERVET), 
FSH-LH (voir Tableau 4), GnRH 

- sérum physiologique stérile pour la préparation des solutions de 
PMSG ou FSH, 

- antibiotique pour pulvériser sur les éponges avant leur mise en 
place, 

- désinfectant pour le matériel de mise en place du support de 
progestagène. 

15.3 - INSÉMINATION ARTIFICIELLE 

PHOTO 35 : Equipement pour l'I.A. cervicale (I.M.V.) 
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15.3.1 - I.A. par voie cervicale (Photo 35) 

- support pour l'insémination des brebis, 

- boîte pour le transport de l'équipement d'I.A., 

- thermos pour le transport de la semence à l'état liquide, 

- ampoule d'acide acétique pour conserver la semence à + 15°C, 

- spéculum avec éclairage (IMV), 

- thermomètre, 

- pistolet d'insémination pour paillettes de 0,50 ml ou 0,25 ml 
(IMV), 

- gaines d'insémination pour paillettes de 0,50 ml ou 0,25 ml 
(IMV), 

- pince de manipulation pour la préhension des paillettes congelées, 

- ciseaux pour couper l'extrémité de la paille avant I.A.. 

15.3.2 - I.A. intrautérine sous contrôle laparoscopique 

- une table de contention inclinable (PROCREATECH) (Photo 37), 

- endoscope avec vision directe (0°), diamètre externe 6,5 mm 
(STORZ), (Photo 36) 

- générateur de lumière froide à intensité variable, 

- câble de fibre optique, 

- trocard avec canule à piston et orifice pour l'insufflation d'air ou 
de gaz (trocard de 7 mm de diamètre recevant l'endoscope) 
(STORZ), 

- trocard avec canule de 5,5 mm recevant le matériel 
d'insémination intrautérine, 

- bouteille de gaz (C02 ou air médical) avec régulateur de pression, 
ou pompe avec filtre et commande de pompe au pied, 

- tuyau de connexion entre le régulateur ou la pompe et le robinet 
d'arrivée de gaz fixé sur le trocard recevant l’endoscope, 

- cathéters plastiques ou de verre (si la technique Australienne est 
utilisée), 

- aspics et transcap avec palpateur (IMV) (si la technique Française 
est utilisée) (CHEMINEAU étal.. 1991), 

- matériel et produits nécessaires pour la réalisation de sutures (fil 
aiguillé, agrafes, pinces, ciseaux), 

- antibiotique pour la pulvérisation sur les sites de ponction de 
l'abdomen. 
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PHOTO 36 : Equipement pour l'I.A. intrautérine sous contrôle 

laparoscopique 



PHOTO 37 : Table de contention inclinable 
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15.4 - ANESTHÉSIE 


- sondes endotrachéales (7 à 8,5 mm de diamètre) avec guide 
permettant l'intubation des animaux, 

- ensemble d'anesthésie portatif (PLN-EUROPE) (Photo 38) 
comprenant : 

. 1 bloc rotamétrique permettant l'administration d'un mélange 
oxygène-fluothane avec bouton de commande d'oxygène (by- 
pass), 

. 1 cuve halothane 0 à 8 %, 

. 1 boîte à chaux sodée (contenance 500 g), 

. 1 ballon (5 litres), 

. 2 tuyaux annelés, 

. 1 tuyau de raccordement à la bouteille d'oxygène, 

. 1 bouteille d'oxygène avec détendeur. 


PHOTO 38 : Equipement 
d'anesthésie portatif 
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- Rompun, 

- acépromazine, 

- thiopental sodique, 

- halothane, 

- stimulant du coeur et de la respiration (exemple : Heptaminol 
chlorhydrate-Diprophylline). 

15.5 - PRÉPARATION DU CHAMP OPÉRATOIRE 

- savon et éponge, 

- tondeuse et rasoir, 

- champs de tissu ou de papier, 

- pinces pour la fixation des champs, 

- alcool iodée. 

15.6 - COLLECTE SOUS CONTRÔLE LAPAROSCOPIQUE 

- matériel de contention des animaux et d'endoscopie décrit pour 
N. A. sous contrôle endoscopique, 

- pince atraumatique de préhension (STORZ), 

- aiguille de Mintz (diamètre 2,5 mm) pour la ponction des cornes 
utérines avant la mise en place de la sonde de collecte, 

- sonde de collecte 3 voies (Ovicap, I.M.V.) avec ballonnet et 
cathéters de collecte (Photo 39), 

PHOTO 39 : Sonde de collecte à 3 voies (Ovicap - I.M.V.) 
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- pince pour le montage du ballonnet sur la sonde de collecte 
(IMV), 

- tubes de collecte (verre ou polypropylène) de 50 ml avec 
graduation, 

- seringues de 10 ml et 20 à 30 ml avec aiguilles, 

- bain marie avec table support, 

- P.B.S. avec 2 à 4 % BSA ou 10 % S.F., 

- antibiotique en spray pour la pulvérisation au niveau des sites de 
ponction de l'abdomen. 

15.7 - COLLECTE CHIRURGICALE 

- bistouri et lames de bistouri, 

- bistouri électrique avec commande au pied, 

- pinces hémostatiques, 

- aiguille de Mintz (2,5 mm de diamètre) pour réaliser la ponction 
à la base de la corne utérine, 

- aiguille de ponction (1,5 mm de diamètre) pour la mise en place 
du cathéter près de la jonction utéro-tubaire, 

- cathéter (Argyl Medicut 1,69 mm de diamètre), 

- seringues de 20 à 30 ml, 

- tubes de collecte, bain-marie, 

- aiguille de Reverdun, 

- fil pour suture du péritoine, 

- ciseaux, 

- agrafes chirurgicales (16-18 mm), 

- pince à agrafes, 

- P.B.S. avec 2 à 4 % B.S.A. ou 10 % de S.F., 

- antibiotiques : pénicilline en solution, chlortetracycline en spray. 

15.8 • PRÉPARATION DES MILIEUX DE RÉCOLTE ET DE CONSERVATION 
DES EMBRYONS 

- une balance de précision, 

- un appareil pour la distillation ou la désionisation de l'eau, 

- plusieurs éprouvettes graduées pour la préparation des solutions, 

- un agitateur magnétique avec barreaux aimantés, 

- un osmomètre, 

- un ph mètre. 
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- filtres millipores 0,22 jjm pour stérilisation des milieux, 

- réfrigérateur pour la conservation des milieux à +4°C, 

- chlorure de sodium (Nacl), 

- chlorure de potassium (KCI), 

- phosphate de potassium (KH2P04), 

- phosphate de sodium (Na2HP04 12H20), 

- chlorure de magnésium (Mg 02 6H20), 

- chlorure de calcium (CaCI2 2H20), 

- glucose (D-glucose), 

- pyruvate de sodium, 

- pénicilline, 

- streptomycine, 

- sérum albumine bovine (B. S. A. fraction V) ou sérum bovin, caprin 
ou ovin décomplémenté, 

- centrifugeuse (si le sérum est préparé au laboratoire). 

15.9 - RECHERCHE, EXAMEN ET LAVAGE DES EMBRYONS 

- Enceinte pour la manipulation et la conservation des embryons, 
comprenant : 

. un dispositif de contrôle de la température, 

. un équipement de filtration de l'air et de stérilisation sur lampe à 
lumière ultraviolette ou une hotte à flux laminaire (PROCREATECH ; 
Photo 40), 
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PHOTO 40 : Enceinte pour la manipulation des embryons avec flux 
laminaire et régulation thermique (PROCREATECH) 
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- stéréomicroscope (grossissement 10 à 80), 

- boîtes quadrillées ou coniques pour la recherche des embryons, 

- boîtes à puits et boîtes de pétri pour le lavage et la conservation 
des embryons avant transfert ou congélation, 

- pipettes de verres pour le passage des embryons dans les 
différents bains de lavage, de congélation et de décongélation, 

- filtres millipores 0,22 fjm avec seringues pour la filtration des 
milieux de lavage et de conservation des embryons. 

15.10 - CONGÉLATION ET DÉCONGÉLATION DES EMBRYONS 

- paillettes de 0,25 ml ou ampoules, 

-seringues d'1 ml avec tuyau de raccordement adaptable à la 
paillette, 

- poudre d'alcool polyvinylique pour le bouchage des paillettes, 

- congélateur d'embryons, 

- bain-marie pour la décongélation, 

- azote liquide et pince (ou tige) métallique pour l'induction de la 
cristallisation, 

- éthanol dans le cas de l'utilisation d'un congélateur à bain 
d'alcool, 

- container d'azote liquide avec gobelets pour le stockage, 

- cryoprotecteur : D.M.S.O., éthylène-glycol, glycérol ou sucrose. 

15.11 - TRANSFERT DES EMBRYONS 

- matériel de contention des animaux, 

- matériel de chirurgie ou d'endoscopie selon la technique de 
transfert qui est pratiquée, 

- tubes capillaires de verre ou cathéters. 

15.12 - Duplication des embryons 

- microscope inversé avec platine mobile, 

- 2 micromanipulateurs (De Fombrune, C.I.T., Alcatel), 

- capillaire en verre (Phymep 100 T10), 

- microforge (De Fombrune, C.I.T., Alcatel), 

- bec Bunsen, 

- lame de rasoir chirurgicale (Moria, Paris, référence 1 1082) pour 
fabrication du micro-scalpel, 

- colle (super Glue 3). 
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16 - CONCLUSION 


La transplantation embryonnaire est constituée d'une succession 
d'étapes techniques bien distinctes. Si les rendements partiels de chaque 
étape semblent aujourd'hui satisfaisants (la plupart sont de l'ordre de 
80 %), la combinaison de tous ces rendements conduit finalement à la 
naissance de 2 à 6 produits issus de transfert par donneuse traitée 
(Tableau 45). 

La complexité de la méthode, alliée à ce résultat final relativement 
modeste, limite bien souvent l'intérêt économique de la transplantation 
embryonnaire chez les petits ruminants. 

Aussi est-il particulièrement important chez ces espèces d’assurer 
une efficacité aussi élevée que possible à la méthode de la transplantation 
embryonnaire lorsque celle-ci est pratiquée, pour travailler au coût de 
revient minimum. 

Pour cela, le premier souci sera d'effectuer les choix techniques 
les mieux appropriés en parfaite connaissance de toutes les possibilités 
d'optimisation des résultats. Dans cet ordre d'idée, on peut citer la 
possibilité d'augmenter la superovulation chez la brebis par 
l'administration d'un prétraitement de préparation de l'ovaire (GnRH, 
Agoniste). 

Ensuite, les options techniques étant adéquates, l'efficacité des 
opérations reste conditionnée par leur parfaite réalisation pratique. Le 
personnel impliqué devra faire preuve d'une maîtrise suffisante à chaque 
étape de la chaîne, insémination artificielle, anesthésie des animaux, 
collecte, recherche, examen, conservation et transfert des embryons. Une 
bonne formation théorique et pratique est un préalable indispensable â la 
constitution d'une équipe de transplantation embryonnaire. La réussite de 
la transplantation embryonnaire ne doit pas non plus être limitée par un 
manque de disponibilité en équipement indispensable, matériels et 
produits. 
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TABLEAU 45: Possibilités pour le transfert embryonnaire chez la brebis 
et la chèvre superovulées avec FSH (BARIL et BREBION, Résultats non 
publiés) 

Chèvres Alpines 

fit Raânen 

Brebis Lacaune 

Prétraitement 

Non 

Non 

GnRH-A 

Nb. moyen d'ovulations/ 
femelle traitée 

14-15 

11 

20 

Nb. d'oeufs récupérés 
(collecte chirurgicale: 
70-80% d’oeufs récupérés) 

9.8-12.0 

7. 7-8. 8 

14.0-16.0 

Nb. d'oeufs divisés 
(I.A. /endoscopie: 
chèvre 75 % ; brebis 90%) 

7. 4-9.0 

6.9-7. 9 

12.6-14.4 

Nb. d'embryons de bonne 
qualité: embryons congelés 
(80 à 90% des 
embryons divisés) 

5. 9-8.1 

5. 5-7.1 

10.1-13.0 

Nb. d'embryons utilisables 
après décongélation 
(70 à 90% des embryons 
décongelés) 

4. 1-7. 3 

3. 9-6.4 

7.0-1 1.7 

Nb. de jeunes nés par 
donneuse traitée 
(= 50% des 
embryons transférés) 

2. 0-3. 6 

2.0-3. 2 

3. 5-6.0 
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Si le coût de la transplantation embryonnaire pour accroître la 
descendance des meilleures femelles peut apparaître trop élevé, cette 
méthode est néanmoins compétitive dans le cas d'échanges 
internationaux de matériel génétique et ne présente pas les risques 
sanitaires, ni les difficultés de transport et d'adaptation aux nouvelles 
conditions d'environnement qui existent lors de l'achat d'animaux 
vivants. 

Enfin, la mise au point de nouvelles biotechnologies, telles que le 
sexage, le clonage et le transfert de gènes offriront à la transplantation 
embryonnaire un élargissement de ses applications conduisant à un 
développement de cette méthode de reproduction chez les ovins et les 
caprins. 
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Après un examen rapide des caractéristiques de la reproduction chez les ovins 
et les caprins, ce manuel présente de façon détaillée les préliminaires 
(choix et préparation des donneuses et des receveuses) à prendre en 
considération pour le succès d'une opération de transfert d'embryons chez la 
brebis et la chèvre. Les principes des traitements hormonaux (synchronisation et 
superovulation) et les résultats des différents traitements expérimentés sont 
ensuite exposés en détail à partir des résultats des auteurs et d’une revue 
détaillée de la bibliographie. On présente notamment les progrès récents 
en matière de prétraitement des donneuses qui permettent d 'accroître 
significativement la production d'embryons. 

Les ovules étant pondus, Il convient de les féconder. Les chapitres 7 et 8 
expliquent la nécessité de la détection des chaleurs et de la détermination 
du moment et de la technique optimale d’insémination. 

Les différentes méthodes de collecte et de transfert adaptées aux petits ruminants 
sont présentées aux chapitres 9 (collecte) et 11 (transfert), avec un accent 
particulier sur la technique développée dans le laboratoire des auteurs, 
l'endoscopie ou laparoscopie. 

La manipulation et la conservation des embryons sont présentées aux chapitres 
10 et 12, avec une référence explicite aux recommandations de l’IETS et de l'OIE 
qui permettent les échanges internationaux et qui, dans certains pays 
comme celui des auteurs, constituent la base d'un agrément légal 
des équipes de transfert d’embryons. 

La duplication des embryons, autre solution pour accroître le nombre d'embryons 
disponibles et premier pas vers le clonage, est présentée au chapitre 13. 
Enfin, ce manuel se termine par une liste des équipements et produits 
nécessaires pour la mise en place d’une équipe de transfert d’embryons 
chez les petits ruminants. 
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